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RÉSUMÉ 
Les maladies cardiovasculaires sont une des premières causes de mortalité dans les pays 
industrialisés . Les gens ayant survécu à un ou des infarctus du myocarde voient leur qualité de vie 
fortement diminuée. A fm de redonner une certaine qualité de vie à ces gens, les thérapies établies vont 
de la prise de médicaments à la transplantation de l'organe entier, une chirurgie reliée à un taux de 
morbidité élevée. Dans le but de diminuer cette morbidité et mortalité, comme de pallier la difficulté 
d ' approvisionnement en organes, les thérapies cellulaires voient le jour. Ces thérapies impliquent 
l'injection de cellules souches embryonnaires ou adultes non différenciées ou différenciées en 
cardiomyocytes. Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) de la moelle osseuse constituent un 
type de cellules souches adultes qui suscite un grand intérêt parce qu'elles permettent les autogreffes et 
qu'elles peuvent être obtenues par des méthodes de prélèvement établies. L'injection de MSC 
indifférenciées dans la circulation systémique après un infarctus du myocarde a montré qu ' un petit 
nombre de cellules s ' implantaient dans la partie nécrosée du cœur. Pour augmenter le recouvrement 
fonctionnel de l' organe, les chercheurs envisagent l' implantation de cellules différenciées en 
cardiomyocytes. La difficulté de cette approche est le faible rendement de différenciation des cellules 
souches embryonnaires et adultes . Des travaux antérieurs faits dans notre laboratoire ont montré que 
l' hormone peptidique ocytocine (OT) a des propriétés cardiomyogénique dans le modèle Pl9 de 
carcinome embryonnaire de souris, un modèle établi de cellules souches embryonnaires. 
Les cardiomyocytes sont dérivés du mésoderme. Nous avons ainsi émis l' hypothèse que les 
inducteurs d ' autres dérivés mésodermiques, en particulier les inducteurs adipogéniques, pouvaient être 
associés à l 'OT pour augmenter le rendement cardiomyogénique. Les cellules P 19 se différencient en 
adipocytes et le protocole adipogénique implique une induction avec 1 1-!M d ' acide rétinoïque (AR) 
durant la période d'agrégation (phase précose de la différenciation) et exposition à 85 nM d'insuline 
(Ins) et 2 nM de l'hormone thyroïdienne T3 lors de la période post-agrégation (phase tardive de la 
différenciation) . La génération d ' adipocytes a été révélée par coloration des lipides avec l' Oil-Red-0 
et l' augmentation de l'expression génique de PPARy et aP2 par PCR. L'ajout de l0-7M d ' OT dans la 
phase tardive diminue de 60% la coloration à l'Oil-Red-0. Une diminution de l' ARNm de PPARy est 
aussi notée, indiquant une inhibition de l' adipogénèse et non une simple réduction de la production de 
lipides par l'OT. Des études prélimLnaires montrent que l' OT inhibe aussi partiellement la 
différenciation des cellules P 19 en ostéocytes et la différenciation des MSC de la moelle osseuse en 
adipocytes. 
Le protocole adipogénique, permet aussi de générer des colonies de cellules battantes organisées en 
myofibres dans les cultures P 19, lesquelles expriment les ARNm de GAT A4 et de la troponine I (Tpnl) 
cardiaque. L'ajout d 'OT à l' Ins et T3 dans la différenciation adipogénique induit une augmentation des 
ARNm de GATA4 et de la Tpni cardiaque. L'OT favoriserait donc la cardiomyogénèse sur 
l'adipogénèse dans les conditions adipogéniques. Cependant, il semble que cette influence de l'OT ne 
serait perceptible que si le sérum de culture est préalablement inactivé à la chaleur. L'ajout d'OT à 
l'AR inhibe à la fois la génération de cardiomyocytes et d ' adipocytes. Les colonies battantes n'ont pas 
la même forme dans le protocole adipogénique et cardiomyogénique des Pl9. La différenciation 
adipogénique génère des colonies arrangées en fibres alors que la différenciation cardiomyogénique 
(utilisant l'OT dans l'agrégation et aucun agent de maturation post-agrégation) génère des colonies en 
îlots arrondis. D 'autre part, une plus longue exposition à l'OT dans le protocole cardiomyogénique 
augmente d ' environ deux fois le rendement en cardiomyocytes selon les niveaux d' ARNm de la TpnJ 
cardiaque. Parmi les protocoles testés, c ' est ce dernier qui donne le meilleur rendement en 
cardiomyocytes. 
xii 
Compte tenu que des travaux ont rapporté une expression de l'OT ou de son récepteur dans des 
structures pré-embryonnaires ou embryonnaires précoces, l' ensemble des résultats suggèrent un rôle 
possible de l'hormone dans la régulation de la différenciation mésodermique. 
L'OT fut démontrée comme étant cardiomyogénique dans les cellules Pl9 lorsqu'utilisée comme 
agent inducteur durant la période d' agrégation. Dans cette étude, le maintien de l' OT durant la période 
post-agrégation augmente le rendement cardiomyogénique. Parmi les protocoles testés c'est celui qui 
donne le meilleur rendement en cardjomyocytes. 
Mots-clés : Cardiomyocytes, myofibres, adipocytes, cellules P 19, cellules souches embryonnaires, 
cellules souches mésenchymateuses (MSC) 
l .1 Les maladies cardiovasculaires 
l . 1. l Aspects généraux 
CHAPITRE I 
INTRODUCTION 
L' infarctus du myocarde sont une des premières causes de mortalité au Canada (Statistique 
Canada; http://www.statcan.ca/). Cela signifie des dépenses directes de plus de 7 milliards de dollars et 
indirectes de 12 milliards pour les contribuables canadiens (Santé Canada; http://www.statcan.ca/) . Les 
infarctus du myocarde ne sont qu ' un exemple de maladies cardiovasculaires qui comptent aussi 
d ' autres causes comme l' insuffisance cardiaque et les problèmes de conduction électrique comme la 
bradycardie ou la tachycardie. 
1.1.2 Les thérapies non cellulaires actuelles 
Les patients qui survivent à une première attaque cardiaque voient leur qualité de vie fortement 
diminuée. À l' heure actuelle, les thérapies cardiovasculaires vont de la prise de médicaments jusqu 'à la 
transplantation de l'organe en entier se lon l'état du patient. Afin de diminuer les effets secondaires de 
l' infarctus du myocarde plusieurs thérapies existent. Dans le cas de problème de conduction électrique 
du cœur, la prise de médicaments peut régulariser le rythme des battements (Fugate, 2006). Afin de 
contrer les effets de l'insuffisance cardiaque, un stimulateur peut être greffé au cœur du patient (Allen, 
2006). Dans le cas d'une perte importante de la fonction cardiaque due à une nécrose étendue du cœur 
su ivant un infarctus du myocarde, la seule solution possible est la transplantation d'un organe entier et 
il s' agit ici d ' une chirurgie reliée à un taux élevé de morbidité (Zimmermann et al., 2006). 
1.1.3 Les thérapies cellulaires 
Depuis quelques années, la médecine cardiovasculaire se tourne vers les thérapies cellulaires afin 
de soigner les patients souffrant d'insuffisance cardiaque, qui ne répondent pas aux traitements par 
médicaments et ceux présentant des lésions locales du myocarde. Cette avenue prévoit l'implantation 
de cellules dans le myocarde afm de remplacer en cellules les zones nécrosées. Plusieurs types 
cellulaires sont considérés et certains analysés dans le but de réduire la perte de fonction cardiaque 
chez le patient. En premier lieu, des cardiomyocytes néonataux de souris ont été implantés chez des 
rats ayant subi un infarctus du myocarde (Koh et al., 1993; Koh et al., 1995) et il fut remarqué une 
augmentation de la fonction cardiaque. L' implantation de cardiomyocytes de nouveaux-nés ne peut 
malheureusement être appliquée à l'humain dû à des problèmes évidents d 'éthique. Ces résultats ont 
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tout de même donné l'idée à certains chercheurs d'explorer l'implantation des cellules satellites de 
muscle squelettique dans la partie nécrosée du cœur du patient (Taylor et al., 1998; Kessler et Byrne, 
1 999). Les résultats ont montré une amélioration de l' activité cardiaque. Cette approche a été jugée 
prometteuse, par la possibilité d ' autogreffe ce qui diminuerait le risque de rejet cellulaire. Par contre, 
les myocytes squelettiques, bien que contractiles, ne s'incorporent pas fonctionnellement au muscle 
cardiaque. 
Des cellules souches embryonnaires animales et humaines qui peuvent être pré-différenciées in 
vitro en cardiomyocytes sont aussi considérées comme matériel de greffe (Wobus et al., 1997; 
Doevendans et al. , 2000; Kehat et al. , 2001 ; Boheler et al. , 2002). Cependant, la différenciation 
cardiomyogénique est encore peu efficace in vitro. De plus, dans le cas des cellules souches 
embryonnaires, les cellules demeurées non-différenciées peuvent générer des tumeurs de type 
tératocarcinome. D 'autre part, l' implantation de cellules souches embryonnaires humaines présente des 
problèmes d 'éthique et l' implantation de cellules souches animales chez l' humain est associée à un 
risque de rejet. Pour éviter le rejet cellulaire, certains chercheurs se sont tournés vers les cellules 
souches adultes tant de la moelle osseuse que sanguines isolées à même l'individu ayant subi un 
infarctus du myocarde (Ringe et al., 2002). Les résultats d' implantation de telles cellules ont montré 
une récupération au moins partielle de la fonction cardiaque chez des patients ayant subi un infarctus 
du myocarde (Wang et al., 2000; Ringe et al., 2002). L'utilisation de souris a permis de démontrer que 
l' injection de cellules souches mésenchymateuses (MSC) dans la circulation systémique de l' animal 
artificiellement infarci améliorait la fonction cardiaque (Piersma et al. , 1983). De même, si l' injection 
de MSC est faite dans le myocarde à proximité de l' endroit où a eu lieu l' infarctus, il est possible 
d'observer la présence des MSC dans la partie nécrosée, 9 jours post-implantation (Orlic et al., 2001). 
Le nombre de cellules souches adu ltes s ' implantant dans le cœur demeure tout de même faible . Une 
portion de celles qui s' implantent peut se différencier en cellules endothéliales et d'autres expriment 
des marqueurs cardiaques (Kobayashi et al., 2000; Kamihata et al. , 2001 ; Kawamoto et al. , 2001). La 
différenciation endothéliale est vue comme une stratégie perfectionnée parce que favorable à une 
revascularisation de la zone nécrosée. D 'autres chercheurs tentent d'implanter des cellules souches 
adultes pré-dérivées en cardiomyocytes mais, comme pour les cellules souches embryonnaires, le 
rendement de différenciation est très faib le (Makino et al., 1999; Toma et al., 2002). Les conditions de 
différenciation in vitro des cellules souches adultes en cellules endothéliales restent encore à défmir, 
mais il se pourrait que l' hypoxie locale qui résulte de l'infarctus puisse contribuer à induire cette 
différenciation. En effet, la culture en hypoxie de MSC sur matrigel induit leur migration pour former 
une structure tridimensionnelle apparentée à des capillaires (Annabi et al. , 2003). La 5-azacytidine 
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(AzaC), un agent de déméthylation de l'ADN est un inducteur cardiomyogénique souvent utilisé in 
vitro avec des cellules souches adultes à défaut d' en connaître de plus efficaces. Des études cliniques 
ont déjà montré que les méthodes d ' implantation (que ce soit par la voie intracoronarienne, 
intramyocardiaque ou transépicardiaque) sont réalisables, sécuritaires et montrent une efficacité du 
rendement de la perfusion du cœur infarci (Strauer et al. , 2002; Perin et al., 2003 ; Stamm et al. , 2003; 
Tse et al., 2003; Wollert et al. , 2004). Il semble que lorsque les MSC sont injectées dans la circulation 
sanguine, au moins une proportion d'entre elles migre vers le cœur (Allers et al., 2004). 
1.2 Les cellules souches 
1.2.1 Définition et types 
La définition des cellules souches repose sur deux critères. Elles doivent être multipotentes et être 
capables de proliférer (Tuch, 2006). Il existe quatre types de cellules souches sur la base de leur 
potentiel à générer des types cellulaires différenciés : unipotentes, multipotentes, pluripotentes et 
totipotentes. Les cellules unipotentes ne peuvent former qu'une sorte de cellules différenciées. Les 
cellules multipotentes sont à l' origine d' au moins deux types de cellules différenciées, le plus souvent 
reliés à l'un ou l'autre des trois feuillets germinatifs. Dans la catégorie des cellules multipotentes, sont 
retrouvées les cellules souches de la moelle osseuse, soient les cellules hématopoïétiques (donnant les 
différents types de cellules sanguines) et les cellules mésenchymateuses (donnant principalement les 
adipocytes, ostéocytes et chondrocytes) . Les cellules totipotentes sont les cellules formant l'embryon 
dans les tous premiers jours de son développement ; eUes génèrent tous les types cellulaires menant à 
la formation d' un organisme complet. Les cellules souches embryonnaires peuvent être cultivées in 
vitro et donner naissance à différents types cellulaires mais comme on ne connait pas les conditions 
menant à tous les types cellulaires, elles sont dites pluripotentes. 
1.2.2 Cellules souches embryonnaires et feuillets germinatifs 
Les cellules souches de l'embryon s'organisent d'abord en deux couches, soient l'ectoderme, 
superficiellement et l'endoderme, plus profondément. Entre ces deux couches, apparaît ensuite une 
troisième couche, le mésoderme. Ces trois couches ou feuillets vont constituer l'ébauche de tous les 
tissus et organes de l'organisme. L'ectoderme donne naissance à la peau et au système nerveux, le 
mésoderme génère le tissu conjonctif, le squelette, le tissu adipeux et les muscles et enfin, 
l'endoderme est responsable de la formation de l' appareil digestif et du parenchyme de diverses 
glandes (foie, pancréas, surrénales, poumons). (Le Moigne et Foucrier, 2001) 
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Les cellules souches embryonnaires répondent parfaitement à la définition de cellules souches, 
puisqu'elles sont capables de division infinie et peuvent être différenciées in vivo comme in vitro en 
ce llules de plusieurs tissus de l'organisme. Une différenciation contrô lée des ce llules souches 
embryonnaires in vitro passe le plus souvent par la production de corps embryoïdes, des agrégats 
sphériques multice ll ulaires proposant un environnement simi laire à ce lui de l' embryon. Par la suite, les 
corps embryoïdes sont cultivés en couches adhérées à un support de culture pour y observer les 
cellules différenciées (voir figure l.l). Des agents inducteurs sont utilisés durant la phase de formation 
des corps embryoïdes et/ou durant la phase d 'ad hésion. 
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Figure 1.1 Génération, culture et différenciation de cellules souches embryonnaires. Les cellules 
souches embryonnaires sont isolées de la masse interne du blastocyste. Si elles sont injectées dans un 
autre blastocyste qui se développe in vivo (in utero), les cellules souches embryonnaires contribuent à 
la génération des différents feuillets embryonnaires de l'organisme entier ainsi qu 'à ce ll e des cellules 
germinales. Lorsque les cellules du blastocyste sont mises en culture in vitro, il est possible de les 
multiplier et de les induire à se différencier en différents types cellulaires. La différenciation nécessite 
souvent la formation de corps embryoïdes. (U lloa-Montoya et al. , 2005) 
1.2.3 Cellules souches somatiques 
En permettant les autogreffes, les cellules souches adultes (somatiques) permettent de contourner 
les problèmes de rejet associés à des allogreffes, en plus d'éviter les problèmes éthiques reliés à 
l'utilisation de cellules souches embryonnaires. Aussi de nombreux travaux se penchent présentement 
sur les conditions de différenciations de ces cellules in vitro. Des ce ll ules souches adultes sont 
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retrouvées dans plusieurs sinon la quasi-totalité des organes qui composent le corps humain (Baksh et 
al., 2004). Parmi les organes les plus utilisés comme source de cellules souches, on compte la moelle 
osseuse, le muscle squelettique ainsi que les masses graisseuses, endroits où l'extraction des cellules 
est la plus facile. La moelle osseuse permet d' obtenir deux types de cellules souches, les cellules 
hématopoïétiques (précurseurs des cellules sanguines) et les cellules mésenchymateuses qui vont se 
différencier plus facilement en adipocytes, ostéocytes et chondrocytes, mais qui peuvent aussi être 
différenciées en neurones et en cardiomyocytes. Les cellules souches adultes sont multipotentes, elles 
peuvent se différencier en phénotypes cellulaires spécifiques du tissu où elles nichent. Elles 
permettraient la réparation et/ou régénération du tissu endommagé. Nous pouvons imaginer que si les 
cellules souches somatiques sont sorties de leur « niche » naturelle, leur spectre de différenciation 
pourrait être augmenté et que si elles sont mises en présence d'agent favorisant un type cellulaire 
particulier, elles pourraient se différencier en un type cellulaire totalement différent de ceux retrouvés 
dans le tissu niche. 
1.3 Différenciation in vitro de cellules souches 
1.3.1 Cellules souches embryonnaires 
Il y a une abondante littérature en ce qui a trait à la détermination des conditions capables d'induire 
la différenciation des cellules souches embryonnaires in vitro. Des travaux rapportent ainsi une 
différenciation en cellules des trois feuillets embryonnaires (Keller, 2005; Moon et al. , 2006) comme 
le montre le tableau 1. 1. 
1.3 .2 Cellules souches somatiques 
Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) de la moelle osseuse sont parmi les cellules 
souches somatiques les plus étudiées. Ces cellules peuvent être isolées, multipliées en culture (Bruder 
et al. , 1997) et différenciées en cellules osseuses (Jaiswal et al., 1997), de cartilage (Johnstone et al., 
1998), de musc le (Wakitani et al. , 1995), de gras (Pittenger et al., 1999) et de bien d'autres tissus 
comme le montre la figure 1.2. Ces cellules sont isolées de la moelle osseuse extraite de fémurs, tibias 
ou os iliaques (Capian, 1991 ). Les MSC se différencient en adipocytes, ostéocytes et chondrocytes en 
culture en plus d'exprimer ou non certains marqueurs phénotypiques comme le montre le tableau 1.2 
(Deans et Moseley, 2000). Des cellules souches adultes capables de différenciation peuvent aussi être 
isolées de différents tissus de l'organisme. Par exemple, des cellules souches provenant de la masse 
graisseuse abdominale peuvent être différenciées en cardiomyocytes (Gaustad et al., 2004), des 
cellules souches neuronales peuvent générer des cardiomyocytes en présence d ' insuline (Bani-
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Yaghoub et al. , 2004) et les cellules souches de la peau peuvent quant à elles, être différenciées en 
neurones (Toma et al. , 2001). 
Tableau 1.1 Exemples de types cellulaires générés par la différenciation in vitro de cellules 
souches embryonnaires ou leurs équivalentes*. 
Types cellulaires Conditions de différenciation** Référence 
oénérés 
Neurones 
Cardiomyocytes 
Squelettomyocytes 
Ostéocytes 
Chondrocytes 
Adipocytes 
Ilots pancréatiques 
Hépatocytes 
MAS+AR / MSS 
MAS + DMSO 1 MAS 
MAS+T3 / MAS 
MAS / MAS 
MAS + Dynorphine 1 MAS 
MAS + Ocytocine 1 MAS 
MAS + acide ascorbique 1 MAS 
MAS+ 5-Azacytidine 1 MAS 
MAS + DMSO 1 MAS 
MAS / MAS 
MAS + AR 1 MAS + acide ascorbique, 
0-glycérophosphate et Dex 
MAS + AR 1 MAS + acide ascorbique, 
0-glycérophosphate et vitamine D 
MAS + BMP-2 et/ou BMP-4 1 MAS 
MAS + AR 1 MAS + Ins, T3 
MAS 1 MSS + FGF 
MAS 1 MAS+ FGF, HGF, Oncostatine M, 
Dex, Ins, Transferrine 
(Edwards et McBurney, 1983; 
Bain et al., 1995; Okabe et al., 
1996) 
(Rudnicki et McBurney, 1987) 
(Rodriguez et al., 1994) 
(Hescheler et al. , 1997) 
(Ventura et Maioli, 2000) 
(Paquin et al., 2002) 
(Takabashi et al. , 2003) 
(Choi et al., 2004) 
(Rudnicki et McBurney, 1987) 
(Rohwedel et al., 1994) 
(B uttery et al. , 200 1) 
(zur Ni eden etal., 2003) 
(Kramer et al. , 2000) 
(Dani et al., 1997) 
(Lumelsky et al., 2001) 
(Hamazaki et al. , 2001) 
* Les cellules de carcinomes embryonnaires sont des cellules modèles de cellules souches 
embryonnaires . La lignée P19 en est un exemple qui sera présenté plus en détail à la section 1.5. 
** Conditions de la première étape 1 conditions de la deuxième étape. La différenciation est souvent 
réalisée en deux étapes où la première étape implique la culture des cellules sous forme de corps 
embryoïdes en suspension, et la deuxième, sous forme de couches adhérées. MAS: Milieu Avec 
Sérum, MSS : Milieu Sans Sérum, AR : Acide Rétinoïque, DMSO : Diméthylsulfoxide, T3 : hormone 
thyroïdienne T3 , Dex : Dexaméthasone, Ins : Insuline, FGF : Fibroblast Growth Factor, HGF : 
Hepatocyte Growth Factor, BMP-2,4 : bone morphogenie protein-2,4. 
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Figure 1.2 Culture et différenciation des cellules souches mésenchymateuses (MSC). Les MSC 
sont un modèle de cellules souches adultes multipotentes. Elles sont indifférenciées, capables de 
prolifération et, lorsqu'elles sont exposées à des agents promoteurs de différenciation, elles peuvent 
être différenciées en cellules de plusieurs types tissulaires. (Capian et Bruder, 2001) 
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Tableau 1.2 Caractérisation phénotypique des cellules souches mésenchymateuses (Deans et 
Moseley, 2000). 
Comon name CD locu• Detection 
Adheston molectûes* 
ALCAM 
ICJ\M-1 
ICAM-2 
ICAM-3 
:C-sdectin 
L-:sele.;tiu 
P-.ele.;tiu 
LFA-3 
Cadberin 5 
PECAM-1 
NCAM 
HCA.M 
VCAM 
C0166 
C0 54 
C0!02 
C0 50 
C062L 
C062L 
C062P 
CD58 
COI44 
CD31 
C0 56 
C044 
CDl06 
Hyalnronate receptor CU44 
Growth fac.tor.. and cytokine receptors"' 
IL-IR (oc and If) C0!2la,b 
IL-2R C025 
IL-3R C0!23 
IL-4R C0124 
IL-6R C0!26 
IL-iR CD127 
Intcfcron ;y R COw!19 
TNI'·a·IR C0!20a 
1NF·a·2.R C0!20b 
FGFR 
PDGFR 
Transfcrrin rcceptor 
Tn tegrins• 
VT .A-IYI 
VLA-cx2 
VLA-cxJ 
VLA-a4 
VLA-a5 
VLA-a6 
VLA-fJ chain 
/34 integrin 
LFA-1 oc clulln 
LFA-1 fJ chain 
Vitronutin R ex chain 
VitroUCGtin R {3 chain 
CR4 achaiu 
llbcl 
Aùùilioual JJJark.cn~• 
T6 
CD3complcx 
T4, T8 
Tetraspan 
LPS receptor 
LewisX 
Leulrooyte comroon antigen 
5' terminal m1cleotidase 
B?-1 
HB-15 
B7-2 
Thy- l 
Iindo#in 
MUC IS 
BST-1 
C0140a 
CD71 
C:049a 
CU4% 
CU49c 
CD4!ld 
C049e 
C049f 
C029 
C0104 
COlla 
CD18 
C0 51 
CO <il 
COll~ 
COlll> 
COla 
CDJ 
C04,CD8 
CD9 
CD14 
CUIS 
CU:J4 
C045 
C073 
C080 
C083 
C086 
C090 
CO !OS 
C0146 
C0157 
Pos 
Poo 
Pos 
Pos 
Nell 
p.,. 
Neg 
p., 
Neg 
Neg 
Pos 
Pos 
Pos 
Pos 
Pos 
Neg 
Poo 
Poo 
Po• 
Po• 
Pos 
Pos 
Po> 
Pos 
Pos 
Pos 
p,. 
Pos 
Pos 
Neg 
P"" 
POil 
Pos 
Poo 
Neg 
Neg 
Neg 
?os 
Neg 
Neg 
Neg 
Ncg 
Neg 
Pos 
Neg 
Neg 
Neg 
Neg 
Pcs 
Neg 
Neg 
Ncg 
ros 
Po:> 
Po:> 
Pa> 
1.4 Voies cardiomyogéniques et adipogéniques 
1.4.1 Facteurs cardiomyogéniques 
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Les mécanismes responsables de la différenciation de cellules souches embryonnaires en cellules 
musculaires demeurent encore incomplètement compris. Des études réalisées sur des cellules souches 
de type embryonnaire P19 suggèrent un rôle pour le calcium. En effet, le diméthylsulfoxyde (DMSO) 
provoque une augmentation temporaire de 5 min du calcium intracellulaire (Morley et Whitfield, 
1993) avant d'induire l'expression des facteurs de transcription cardiomyogéniques GATA-4, Nkx-2,5 
et MEF2C et celle d' un peptide hormonal cardiaque, l'ANF (Boer, 1994). Wobus et ses collaborateurs 
ont montré par des études de patch-clamp que les cardiomyocytes obtenus à partir des cellules P 19 
ressemblent aux cellules cardiaques embryonnaires (Wobus et al., 1994) de différents phénotypes : 
cellules de Purkinje, cellules pace-maker et cardiomyocytes auriculaires et ventriculaires. 
Le DMSO est un agent puissant pour la différenciation des cellules souches embryonnaires et de 
carcinomes embryonnaires (CE) en cardiomyocytes, mais il n'est pas physiologique. Parmi les 
substances physiologiques connues on compte l'hormone thyroïdienne T3 à une concentration de 30 
nM (Rodriguez et al., 1994), l'acide ascorbique à une concentration de 10-4 M (Takahashi et al. , 2003), 
l' oxyde nitrique (NO) généré artificiellement par la S-nitroso-N-acétylpénicillamine (SNAP) à une 
concentration de 200 11M (Kanno et al. , 2004) et la dynorphine B à une concentration de 1 f.!M 
(Ventura et Maioli, 2000). La 5-azacytidine (AzaC), un agent de déméthylation non physiologique de 
l'ADN, est aussi cardiomyogénique à une concentration de l 11M (Choi et al. , 2004). En 2002, l'équipe 
du Dr Paquin et ses collaborateurs montra que l' ocytocine (OT), lorsqu'utilisée à une concentration de 
10"7 M, induisait la différenciation de cellules Pl9 en cardiomyocytes. Ce travail démontra que l'OT 
permettait l'obtention de cardiomyocytes dans les cultures plus rapidement que le DMSO (Paquin et 
al., 2002). Pour ce qui est des cellules souches adultes, très peu de conditions sont connues pour 
induire la cardiomyogenèse. L ' AzaC fut le premier agent cardiomyogénique identifié pour agir sur des 
MSC de la moelle osseuse (Wakitani et al., 1995; Xu et al., 2004). La combinaison de BMP-2 avec 
FGF-4 s'est aussi révélée être cardiomyogénique (Yoon et al., 2005). Outre des substances, le contact 
cellule-cellule s'avère aussi être une condition permettant l'obtention de cellules myogéniques (Wang 
et al. , 2006). 
1.4.2 Facteurs adipogéniques 
La différenciation des cellules souches en adipocytes comprend deux étapes, la génération de 
préadipocytes et la maturation adipogénique. La lignée fibroblastique 3T3 est une lignée de pré-
adipocytes (Green et Meuth, 1974; Green et Kehinde, 1975) qui, lorsque mis en présence d ' insuline 
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(lns) et d ' indométhacine (Chang et Polakis, 1978) ou d ' isobutyl-méthyl-xanthine (IBMX) (Russell et 
Ho, 1976), peuvent générer des adipocytes matures. En 1979, il fut montré que l'incubation de cellules 
souches du mésoderme (cellules IOTI /2) avec de l'AzaC permettait d 'obtenir des adipocytes, mais 
aussi des myocytes et des chondrocytes (Taylor et Jones, 1979). L'effet adipogénique et myogénique 
de l' AzaC fut aussi démontré sur des MSC par l' équipe du Dr Capian (Wakitani et al. , 1995). Plusieurs 
des études sur l' adipogénèse et l'obésité utilisent des lignées de cellules fibroblastiques comme les 3T3 
comme modèles cellulaires. Depuis quelques années, les gens s ' intéressent davantage aux MSC pour 
étudier la différenciation en adipocytes (Pittenger et al. , 1999; Lange et al., 2005). La différenciation 
adipogénique des MSC est similaire à ceJJe des cellules fibroblastiques puisqu 'elle nécessite la 
présence des mêmes agents soient l'lns, l' IBMX, le dexaméthasone (Dex) et l'indométhacine 
(Pittenger et al. , 1999; Miki et al. , 2001; Sekiya et al., 2002; Matsubara et al., 2004). 
La constatation que des cellules souches embryonnaires pouvaient se différencier en adipocytes in 
vitro date du début des années 1990. Des observations morphologiques ont d 'abord montré l' apparition 
spontanée de cellules d 'allure adipocytaire dans les cultures (Field et al. , 1992). Puis, en 1997, pour la 
première fois, une différenciation contrôlée des cellules souches embryonnaires en adipocytes est 
publiée (Dani et al., 1997). Les cellules souches doivent d'abord être amorcées pour la différenciation, 
i.e. « commises », avec de l'acide rétinoïque (AR) et, par la suite, traitées avec de l' lns et de la T3 en 
absence d'AR comme Je montre la figure 1.3. Si l' AR est conservé pendant le traitement à l' lns et à la 
T3, il inhibe l'adipogénèse (Murray et Russell , 1980). Au point de vue des mécanismes, la 
différenciation en adipocyte nécessite tout d'abord la phosphorylation de la MAPK (mitogen activated 
protein kinase) Erk (extracellular signal-regulated kinase) lors de l'ajout d'AR (Bost et al. , 2002). 
Afin de permettre la maturation en adipocytes, la MAPK Erk doit être déphosphorylée (Bost et al., 
2002; Bost et al. , 2005) tout comme la MAPK p38 (Aouadi et al., 2006). Des substances ont été 
reconnues comme inhibant l' adipogenèse de cellules souches et/ou de fibroblastes , comme des 
hormones (OT, vasopressine (VP) et ghreline) (Wilson et Holleoberg, 1987; Zhang et al. , 2004) et des 
polyphénols (génistéine, épigallocathéchine gallate (EGCG) et capsaïsine) (Harmon et Harp, 2001 ; 
Dang et al., 2003; Hwang et al. , 2005 ; Lin et al. , 2005). Des conditions telles que l' hypoxie (Yun et 
al. , 2002 ; Kim et al., 2005) ou une haute concentration en calcium extracellulaire (Jensen et al. , 2004) 
inhibent aussi cette voie de différenciation. 
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Figure 1.3 Les différents modèles in vitro pour étudier la différ enciation en adipocytes. Les 
cellules de la masse interne du blastocyste sont isolées afm d'obtenir des cellules souches 
embryormaires (ES) qui sont cultivées sous la forme d'agrégats (EB) en présence d'acide rétinoïque 
(RA) et ensu ite transférées en culture en couches adhérées en présence d ' insuline (lns) et de l' hormone 
thyroïdierme T3 pour obtenir des adipocytes. Alternativement, on laisse l'embryon se développer 
jusqu'aux jours 12 à 14, puis on en iso le les fibroblastes (MEF) qui sont mis en culture en présence 
d' lns, de 3-isobuty l-1 -méthylxanthine (IBMX) et de dexaméthasone (dex) pour générer des adipocytes . 
Des lignées MEF sont immortalisées comme préadipocytes (e.g. 3T3-L 1) qui devierment des 
adipocytes lorsque traités avec lns + IBMX + dex. (Bost et al., 2002) 
1.4.3 Points communs entre les cardiomyocytes et les adi pocytes 
Les adipocytes, tout comme les myocytes incluant les cardiomyocytes, dérivent du feuillet 
embryonnaire mésodermique. On ne connait pas complètement les mécanismes cellulaires qui 
influencent la décision des cellules souches de devenir un adipocyte ou un myocyte. Les RboGTPases 
12 
semblent avoir un rôle à jouer dans cette décision. Lorsque 1 ' activité des RhoGTPases est élevée, les 
cellules souches se différencient en myocytes, mais si elle est réduite sous l' action de la protéine 
régulatrice pl90-B RhoGAP, les cellules souches se différencient plutôt en adipocytes comme le 
montre la figure 1.4 (Sordella et al., 2003). 
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Figure 1.4 Rôle des Rho GTPases dans la différenciation adipogénique et cardiomyogénique. 
L'activation des récepteurs de l' insuline et/ou de · I'IGF-1 (insulin-like growth factor-!) induit la 
phosphorylation de la tyrosine 306 du régulateur des RhoGTPases, le pl90-B RhoGAP, provoquant 
une régulation à la baisse des protéines Rho. Le régulateur de transcription adipogénique CREB est 
très sensible à l ' activité des Rho. Si ce niveau est trop élevé, il y a inhibition de l' adipogenèse. 
L 'activation des Rho est essentielle pour l'obtention de myocytes. Dans le cas de la myogenèse, le 
régulateur p 190-8 RhoGAP est inhibé par SHP-2, une tyrosine-phosphatase. SHP-2 est activée 
lorsqu 'elle est phosphorylée par une activité kinasique telle que celle du récepteur de J' insuline ou 
celle du récepteur de I' IGF-1. SHP2 phosphorylée inhibe la phosphorylation de pl90-B RhoGAP 
permettant l' activation des RhoGTPases . L' activation de SHP-2 par les récepteurs mentionnés n 'est 
pas suffisante pour complètement inhiber pl90-B RboGAP, un deuxième signal extracellulaire, encore 
inconnu, est aussi essentiel. (Sorde lla et al. , 2003) 
Certains facteurs de différenciation 1 transdifférenciation ont des effets pléiotropiques. Par 
exemple, T3 qui a un effet cardiomyogénique (Rodriguez et al., 1994) sur les cellules PJ9 a un effet 
adipogéniqpe sur des cellules souches embryonnaires lorsqu ' il est combiné à l' los (Dani et al. , 1997). 
L ' los, qui est une molécule induisant la différenciation en adipocyte peut aussi agir comme facteur 
pro-myogénique sur des ceLlules souches neuronales (Bani-Yaghoub et al., 2004) permettant de 
générer des cellu les battantes. L' Ins pourrait être un facteur de maturation pour les deux types 
cellulaires. L ' Ins, via le récepteur à l' los, est un régulateur du métabolisme du glucose à la fois des 
cellules musculaires (squelettiques et cardiaques) et des adipocytes et, comme le montre la figure 1.5, 
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stimule la translocation du transporteur du glucose GLUT4 à la membrane (Litherland et al., 2001). 
Cette translocation est aussi stimulée par la contraction musculaire (figure 1.6). Une équipe de 
recherche a montré la transdifférenciation de pré-adipocytes 3T3 en cellules similaires aux cellules de 
muscle lisse suite à la surexpression d ' une protéase associée à la matrice extracellulaire (Abderrahim-
Ferkoune et al. , 2004). Des extraits de cardiomyocytes de rats peuvent induire la différenciation de 
tissus adipeux humains en cellules battantes (Gaustad et al. , 2004). 
Figure 1.5 Signalisation médiant le transport du glucose stimulé par l'insuline. L'Ins induit 
l' autopbosphorylation de son récepteur et active les substrats du récepteur à l' insuline (IRS) qui vont 
recruter la PB-kinase (PI3K) à la membrane. La production subséquente de 3-phosphoinositides 
(PI(3 ,4,5)P3) active de façon allostérique la protéine-kinase l/2 phosphoinositide-dépendante (PDK 
1/2) et permet le recrutement et l' activation de protéine-kinases B et C (PKB et PKC). Ces kinases 
vont jouer plusieurs rôles dans la translocation du transporteur de glucose GLUT4 à la membrane 
plasmique. (Litherland et al. , 2001 ). 
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Figure 1.6 Facteurs médiant la régulation du transport du glucose par la contraction musculaire. 
La contraction musculaire libère le calcium intracellulaire du réticulum sarcoplasmique et ceci semble 
être vital pour la stimulation du transport du glucose. La contraction crée un stress métabolique 
important sur le muscle squelettique menant à la stimulation de la protéine-kinase activée par 
l' adénosine-5 ' -monophosphate (AMPK) et la protéine-kinase C (PKC). L'oxyde nitrique-synthase 
(NOS) est un substrat physiologique de l' AMPK et sa phosphorylation résulte en une élévation de la 
production d ' oxyde nitrique (NO) et conséquemment en la translocation du transporteur de glucose 
GLUT4 à la membrane plasmique. (Litherland et al., 2001). 
Plusieurs études ont rapporté des effets bénéfiques de facteurs adipogéniques sur le cœur. Par 
exemple l' adiponectine, une cytokine circulante produite par les adipocytes, s'avère être 
cardioprotectrice en protégeant le cœur de l'ischémie-reperfusion suivant un mécanisme dépendant de 
COX-2 (Shibata et al., 2005). L'adiponectine pourrait même agir comme marqueur de la santé 
cardiaque due à sa présence suite à une ischémie (Ishikawa et al., 2003). Les acides gras, en 
combinaison avec la vitamine E, un antioxydant liposoluble, ont un effet cardioprotecteur lors de 
l'ischémie-reperfusion du cœur isolé (Paquin et al., 2005). Le rôle protecteur des acides gras n'est pas 
compris mais pourrait impliquer la réparation des membranes cellulaires. Les adipocytes sécrètent 
aussi de l'adrénomédulline, un peptide impliqué dans le métabolisme lipidique et agissant de façon 
autocrine et paracrine. L'adrénomédulline protège le cœur de plusieurs complications liées à l'obésité 
comme l'hypertension artérielle et la fibrose cardiaque (Harmancey et al., 2005) . 
1.5 Le modèle P 19 de cellules souches embryonnaires 
1.5. 1 Introduction 
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Les cellules adultes ayant déjà un phénotype défini ne permettent pas d'étudier les mécanismes de 
différenciation menant à l'obtention d ' un type cellulaire mature. Par contre, les cellu les souches 
embryonnaires n'exprimant aucun phénotype de cellule adulte sont un outil pertinent. Les cellules P 19 
utilisées dans le présent travail sont un modèle établi de cellules souches embryonnaires et permettent 
d ' étudier la différenciation cellulaire in vitro (Andrews et al., 2005). Les cellu les P 19 ont été obtenues 
à la suite de l'implantation de cellules d'un embryon de 7,5 jours de souris dans un testicule de souris 
adulte (McBurney, 1993). Comme elles se sont retrouvées dans un milieu non-utérin, les cellules 
implantées ont formé une tumeur appelée tératocarcinome. Cette tumeur contient des cellules 
différenciées de façon désordonnée ainsi que des cellules souches appelées cellules de carcinome 
embryonnaire (CE). La tumeur a été prélevée, dissociée et les cellules de CE isolées par sous-culture 
grâce à leur taux élevé de prolifération . Les cellules P 19 ont un comportement de cellules souches 
embryonnaires comme le montre la figure 1.7 (McBumey, 1993). Ainsi, les cellules Pl9 sont 
pluripotentes et peuvent fo rmer des cellules dérivées de tous les feuillets embryonnaires in vivo comme 
in. vitro. In vivo, un blastocyste normal qui se développe dans l'utérus et dans lequel on a implanté des 
cellules P 19 génère un fœtus normal , viable et dont tous les tissus contiennent les dérivées 
correctement différenciées des cellules P 19. 
Les cellu les Pl9 se comportent comme les cellu les souches embryonnaires normales, mais ont 
l'avantage d 'être plus faciles à cultiver. Les cellules souches embryonnaires ont une tendance à se 
différencier spontanément in vitro et cela, de façon désordonnée. Pour réduire ou annuler cette 
tendance, ces cellules doivent être cultivées sur des cellules nourricières et en présence de LIF 
(leukemia inhibit01y factor). Au contraire, les cellules Pl9 se différencient peu de façon spontanée. 
Elles conservent leur caractère non-différencié en l'absence de cellules nourricières et de LIF. 
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Figure 1.7 Le modèle cellulaire P19. Les cellules Pl9 de carcinome embryonnaire de souris sont un 
modèle de cellules souches embryonnaires puisqu'elles sont indifférenciées, hautement prolifératives 
et pluripotentes. Elles peuvent être différenciées en cellules des trois feuillets embryonnaires in vivo et 
in vitro. L'acide rétinoïque (AR) permet la différenciation des cellules Pl9 en cellules du 
neuroectoderme (neurones et astrocytes) lorsqu'utilisé à une concentration de I0-6M. En présence 
d'AR utilisé à une concentration de 10-7, 10-8 Mou en présence de dirnéthylsulfoxyde (DMSO) utilisé 
à une concentration de 0,5- 1%, les cellules P 19 se différencient en ce llules de muscle squelettique et 
cardiaque. (Adapté de McBurney) 
1.5.2 Différenciation des cellu les souches embryonnaires Pl9 
Les cellules embryonnaires P19 ont la capacité de se différencier en cellules de l'endoderme et du 
mésoderme sous l' act ion du DMSO utili sé à des concentrations de 0,5 à 1% (Rudnicki et McBumey, 
1987) ou de l' ectoderme sous l' action de l' AR utilisé à 10-6 M (Edwards et McBurney, 1983; Chiu et 
al. , 1995). Selon le Dr McBurney, ce n ' est pas l' hétérogénéité des cultures P19 qui permet l' obtention 
de différents types cellulaires, mais plutôt le caractère pluripotent de ces cellules (MacPherson et 
McBurney, 1995). L'AR se fixe à ses récepteurs (RAR a , p, y) pour activer la transcription de gènes 
cibles de la différe nciat ion neuronale (McBumey, 1993 ; McBurney et al., 1993; Boudjela l et al. , 1997) 
menant à la formation de neurones, de fibroblastes, d'astrocytes, de cellules de la microglie et 
d ' o ligodendrocytes (Chiu et al., 1995). La différenciation indu ite par le DMSO permet l ' obtention de 
ce llules musculaires, mais les mécanismes d ' induction ne sont pas encore compris (Grepin et al., 1997; 
Skerjanc et al. , 1998). 
1.6 L'ocytocine (OT) comme agent de différenciation 
1.6.1 Structure de I'OT 
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C'est en 1928 que Kamm a réussi à cristalliser et à séparer deux substances de l' hypophyse : 
l'a lpha-hypophamine ocytocique (nommée aujourd 'hui ocytocine ou OT) et la beta-hypophamine 
vasopressive (nommée aujourd'hui vasopressine ou VP). En 1953 les structures de I'OT et de la VP 
ont été élucidées par Du Vigneaud et se sont révélées similaires (figure 1.8). Deux ans plus tard, ce 
chercheur a reçu le prix Nobel pour la détermination de la séquence en acides aminés de I'OT ainsi que 
pour sa synthèse en laboratoire. 
Ocytocine (OT) 
12345 6 7 8 9 
Cys-Tyr-lle-Gin-Asn-Cys-Pro-Leu-Giy-N H2 
L-----S-S __j 
Vasopressine (VP) 
123 45 6 7 8 9 
Cys-Tyr -Ph e-G ln-Asn-Cys-Pro-Arg-Giy-N H2 
L-----S-S__j 
Figure 1.8 Structure primaire de l'ocytocine et la vasopressine. L'ocytocine et la vasopressine ont 
une séquence en ac ides aminés simi laire ne différant qu'au niveau des acides aminés en positions 3 et 
8 (Du Vigneaud et al. , 1953). 
1.6.2 Sites et étapes de synthèse 
Le premier site de synthèse découvert de I'OT est l'axe hypothalamo-hypophysaire. L'OT est 
synthétisée sous la forme d 'un précurseur (pré-pro-OT) constitué d ' un peptide signal ainsi que des 
séquences de I'OT et de la neurophysine-I (NP-1) séparées par trois acides aminés (G iy-Lys-Arg). Le 
clivage du peptide signal forme la pro-OT (F igure 1.9), laquelle est ensuite convertie en OT mature par 
l'action successive d ' une prohormone-convertase, d ' une carboxypeptidase de type B 
(carboxypeptidase E) et d' une enzyme d 'amidation, la peptidyglycine a-amidating monooxygénase 
(Aitstein et Gainer, 1988). 
OT -Giy-Lrrg-::~ormone convertase 
OT -Gly-Lys-Arg 
OT-Gly-Lys 1 carboxypeptidase E 
OT-Giy 
t peptidyglycine a-amidating monooxygenase 
OT-NH2 
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Figure 1.9 Biosynthèse de OT à partir de sa forme pro-OT. La prohormone OT-Giy-Lys-Arg-NP-1 
est convertie en OT et neurophysine-1 (NP-1) par l'action d'une endopeptidase de type convertase qui 
clive après des acides aminés basiques. Ensuite, une carboxypeptidase de type B (la carboxypeptidase 
E) clive 1' Arg et la Lys surnuméraires pour former 1' intermédiaire OT -G ly. Ce dernier subit une 
amidation par l'enzyme d 'amidation (peptidyglycine a.-amidating monooxygenase) menant à la forme 
active de OT (Aitstein et Gainer, 1988). 
Par la suite, des sites de synthèse de l'hormone furent découverts dans plusieurs tissus incluant les 
systèmes reproductifs femelle (utérus, placenta et ovaire) et mâle (testicule, épididyme et prostate), 
ainsi que les glandes surrénales, la glande pinéale, le thymus et le cerveau des deux sexes (Dogterom et 
al., 1977; Ang et Jenkins, 1984; Gauquelin et al., 1988; Argiolas et al., 1990; Gimpl et Fahrenholz, 
2001) . Plus récemment, la synthèse de l'OT fut découverte dans le cœur et le système vasculaire 
(Gutkowska et al. , 1997). L' OT a une demi-vie de 3 à 5 min chez l' humain et est métabolisée au 
niveau du foie, du rein, des glandes mammaires et de l' utérus chez la femme enceinte. La dégradation 
de l'OT est réalisée par une enzyme plasmatique, l'ocytoc inase, enzyme aussi présente dans le 
placenta (Fabian et al., 1969). 
1.6.3 Différents rôles et mécanismes d 'action 
L'OT hypophysaire est sécrétée dans la circulation systémique et elle agit comme hormone 
endocrine sur des cellules à distance du lieu de libération incluant les cellules de l'utérus et des glandes 
mammaires. L'activité ocytocique (gr. oxutoki, okutokios, okus: rapide ; tokos: accouchement) fut 
découverte par H. H. Dale (1906) qui a montré que l' injection intraveineuse d'extraits d ' hypophyse 
induit des contractions utérines chez les chattes (den Hertog et al., 200 1) ce qui lui a valu le prix Nobel 
en 1936. L'OT est l'agent utérotonique connu le plus puissant. Cette hormone est utilisée pour induire 
et stimuler les contractions utérines lors de l'accouchement ou pour provoquer l'avortement, en 
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opérant sur le muscle lisse de l' utérus . En 1910, Ott et Scott ont montré que ces mêmes extraits 
augmentent la sécrétion du lait chez la chèvre. L'OT joue ainsi un rôle physiologique dans 
l' allaitement (Nishimori et Matzuk, 1996; Wagner et al. , 1997). En plus d ' être la seule substance 
naturell e connue provoquant 1 ' éjection du lait, elle stimule la prolifération des alvéoles et le 
déve loppement de la glande mammaire suite à l'accouchement (Young et al., 1998). Outre ses actions 
bien connues dans l' accouchement et l' allaitement, I'OT a aussi des effets antidiurétiques (rapportés 
par Von den Velven dès 1913) ainsi que des rôles dans la prise d ' eau et de nourriture, la mémoire 
sociale et les liens affectifs (entre parents et rejetons, entre partenaires dans la reproduction) (lnsel, 
1997; Winslow et Insel, 2002) . Des niveaux réduits d 'OT et de son récepteur sont associés à des 
désordres mentaux comme l'autisme (Hollander et al. , 2003 ; Wu et al. , 2005 ; Hammock et Young, 
2006) 
C 'est au début des années 1980 que le mécanisme utérotonique traduisant le signa l hormonal a été 
é lucidé (Fuchs et al., 1984). Lorsque 1 'OT lie son récepteur, elle induit une augmentation du taux 
d ' inositol-1 ,4,5-triphosphate (IP3) intracellulaire, ce qui entraine une libération des ions Ca2+ contenus 
dans le réticulum endoplasmique (RE) vers le cytoplasme. Voici les différentes étapes menant à la 
libération du ca lcium. Tout d ' abord, I'OT fixe son récepteur coup lé à une proté ine G, ce qui stimule 
l' activité de la phospholipase C (PLC) et la production d ' IP3. La PLC hydrolyse le 
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2), générant le 1 ,2-diacylg lycéro1 (DAG) qui reste ancré à la 
membrane et I' IP3 hydroso lub le qui se lie à des canaux calciques du RE. La libération subséquente de 
Ca2+ vers le cytosol induit une contraction. Suite à la contraction, I' IP3 est hydro lysé en inositol-1,4-
biphosphate afin de ne plus affecter l' eftlux du calcium. Le niveau d' OT dans la circulation 
systémique augmente chez les femmes enceintes (de Geest et al., 1985). 8 ien que I'OT 
hypothalamique soit essentielle pour la lactation (Mena et al. , 1978), elle ne l' est pas pour 
l'accouchement puisque l' utérus lors de l' accouchement autoproduit de 1' 0T (Lefebvre et al. , 1992; 
Lefebvre et al. , 1992; Mitchell et al. , 1998; Mitchell et al. , 1998). En fait , les œstrogènes produisant la 
chute du potentiel membranaire de repos augmente le nombre de récepteurs pour I'OT sur les cellules 
utérines (Wu et al., 1996). Par contre, un accouchement normal peut avoir lieu chez le rongeur et 
l'humain même sans OT circulante causée par une glande hypophysaire non fonctionnelle (Lefebvre et 
al. , 1992), une augmentation de l' activité ocytocinasique ou une inactivation du gène de I'OT (souris 
knock out OT1-) (Nishimori et Matzuk, 1996). 
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1.6.4 Rôle de l'OT dans l'homéostasie cardiovasculaire et la différenciation cardiaque 
En 1997, l'équipe du Dr Gutkowska démontra pour la première fois l'existence d'un système 
complet de l'OT avec son récepteur (OTR) dans le cœur et le système cardio-vasculaire chez le rat 
(Gutkowska et al., 1997; Jankowski et al., 1998). Cette équipe a montré que OT/OTR joue un rôle de 
régulateur de la pression sanguine via la libération du peptide natriurétique auricu laire (ANP), un 
puissant vasodilatateur. De plus, 1 'OT exerce une action inotropique et chronotropique négative sur le 
cœur isolé et perfusé (Favaretto et al., 1997; Mukaddam-Daher et al., 2001). En accord avec les études 
sur le cœur isolé d'animaux normaux, de l' hypotension et une augmentation du gain baroréflexe à la 
pression sanguine ont été observés chez des souris or'· (Michelini et al., 2003). 
En 2002 l'équipe du Dr Paquin en collaboration avec celle du Dr Gutkowska démontra que I'OT 
est cardiomyogénique sur la lignée P 19 de cellules souches embryonnaires de souris (Paquin et al., 
2002). Cet article montra de plus l'implication du système complet OT/OTR dans cette voie de 
différenciation puisque OTA, un antagoniste spécifique de OTR, inhibe la différenciation cardiaque 
induite par l'OT. Une étude a montré que I'OT exerce aussi une action cardiomyogénique sur les 
cellules souches somatiques du cœur (Matsuura et al., 2004). Comme il a été mentionné dans la section 
1.4.2, des études réa lisées sur des pré-adipocytes 3T3 ont rapporté un effet inhibiteur de I'OT sur la 
maturation en adipocytes. 
1.7 Présentation de quelques marqueurs phénotypiques 
Le présent travail porte sur la différenciation cellulaire. Pour suivre la différenciation, il est 
nécessaire de choisir des marqueurs phénotypiques pertinents. Voici donc des informations sur les 
marqueurs ut ilisés dans ce travail. 
a) SSEA-1 
Utilisé comme marqueur de l'état non-différencié des cellu les souches, l'antigène SSEA-1 (Stage 
Specifie Embryonic Antigen-1) est présent chez la souris sur des glycoprotéines et des glycolipides 
sous la forme d'un trisaccharide fucosyl-N-acétyl -lactosamine (So lter et Know les, 1978; Marani et al., 
1986; Tetteroo et al. , 1996). SSEA-1 est exprimé à la surface des cellules P 19 lorsqu'elles sont dans 
leur état indifférencié et l' antigène disparaît au cours de la différenciation. 
b) GATA-4 
GAT A-4 fait partie de la famille des facteurs de transcription GAT A composée des membres 
GAT A-1 à GAT A-6. Les facteurs GATA sont essentiels au développement de plusieurs organes et 
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tissus des vertébrées. GAT A-1, -2 et -3 sont retrouvés dans les cellules souches hématopoïétiques, 
régulant l'expression des gènes spécifiques aux lymphocytes T, aux cellules érythroïdes et aux 
mégacaryocytes. GATA-4, -5 et -6 sont retrouvés dans les tissus dérivés des feuillets embryonnaires 
mésodermique et endodermique comme le cœur, le foie, les poumons, les gonades et l' intestin. Le 
facteur GATA-4 est essentiel au développement cardiaque en régulant l' expression d'autres gènes 
cardiaques comme le gène de la chaille lourde de la myosine (MHC) (Mol.kentin et al. , 1994; 
Takahashi et al. , 2003). 
c) Troponine I (Tpnl) cardiaque 
La troponine est une protéine composée de trois sous-unités : C, I et T. Elle facilite l'interaction 
entre l'actine et la myosine en liant le Ca2+ aidant ainsi les divers mouvements cellulaires. La sous-
unité C, responsable de la liaison du Ca2+, se retrouve dans les cellules du muscle cardiaque et du 
muscle squelettique lent et elle est impliquée dans la régulation de l' excitation-contraction cellulaire. 
La troponine I est la sous-unité inhibitrice de la troponine et est retrouvée à la fois dans les cellules des 
muscles cardiaque et squelettique. La troponine I cardiaque est exclusivement retrouvée dans le muscle 
cardiaque. La troponine T, l'unité de liaison à la tropomyosine, se retrouve à la fois dans les cellules du 
muscle squelettique et cardiaque. (Parmacek et Leiden, 1989; Ausoni et al., 1994; Potter et al. , 1995) 
La figure 1.10 illustre l' organisation des trois sous-unités lors de la contraction et de la relaxation 
musculaires. 
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Figure 1.10 Implication du Ca2+ dans la conformation de la troponine cardiaque. Lors de la 
contraction musculaire, le domaine N-terminal de la TpnC (gris) se remplit d'ions Ca2+, permettant sa 
fixation au domaine de contrôle de la Tpnl (vert) . Lors de la relaxation, le départ des ions Ca2+ de la 
TpnC permet le relâchement du domaine contrôle de la Tpni et induit ainsi un changement de 
configuration de la tropomyosine Uaune) et de l'actine (bleu) via la TpnT. (Li et al. , 2004) 
d) PPARy 
Les PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors) sont des récepteurs hormonaux 
nucléaires pouvant être activés par une variété de composés comme les prostaglandines et les acides 
gras. Trois isoformes de PPAR existent: PP ARa, PPAR~ et PPARy qui vont promouvoir la 
transcription génique en formant des hétérodirnères avec des membres d'autres familles de récepteurs 
nucléaires comme les récepteurs à l'ac ide rétinoïque (RAR) et les récepteurs stéroïdiens (RXR). 
PPARa est abondant dans les hépatocytes où il régule l'express ion de protéines impliquées dans le 
métabolisme des acides gras. PP AR~ est le plus largement distribué et se retrouve généralement en 
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grande quantité. PPARy se retrouve principalement dans les tissus adipeux et régule la différenciation 
en adipocytes. (Brun et al. , 1996; Mansen et al., 1996; Sterchele et al., 1996) 
e) ap2 
Le facteur aP2 fait partie de la grande famille des F ABP (fatty acid-binding proteins) qui sont des 
protéines cytoplasmiques de 14-15 k.Da jouant un rôle essentiel dans la balance du métabolisme des 
lipides et du glucose dans les cellu les. Les FABP sont impliquées dans l'absorption et le transport 
d'acides gras ou d 'autres ligands hydrophobes à l' intérieur de la cellule par transport passif ou actif. 
L'expression des FABP a une spécificité tissulaire. Ainsi A-FABP (FABP4) se retrouve dans le tissu 
adipeux, B-F ABP (F ABP7) dans le cerveau, E-F ABP (F ABP5) dans les épithéliums, H-FABP 
(FABP3) dans le cœur et les muscles striés, l-FABP (FABP2) dans l'intestin, L-FABP (FABPI) dans 
le foie, M-FABP (FABP8) dans la myéline et T-FABP (FABP9) dans les testicules. La protéine aP2 
(ou A-FABP 1 FABP4) compte pour environ 1% des protéines totales retrouvées dans le cytoplasme 
des adipocytes. (Veerkamp et Maatman, 1995; Hotamisligil et al. , 1996; Chmurzynska, 2006) 
t) Phosphatase alca line 
La phosphatase a leal ine (PA) est une phosphatase qui hydrolyse les phosphomonoesters pour 
libérer un groupement phosphate. La PA est notamment présente sur les ostéocytes où elle a une très 
forte activité hydrolytique. Cette activité peut être mesurée à l' aide du substrat modèle de la PA, le 
pNPP (para-nitrophénylphosphate) qui est hydrolysé en pNP (para-nitrophénol), une molécule de 
couleur jaune pouvant être dosée par absorbance à 410 nm (Aubin et al. , 1995). Comme cette enzyme 
est aussi fortement exprimée dans les cellules en apoptose ou en nécrose, un test de la viabilité 
cellulaire permet de déterminer si la mortalité cellulaire a une influence sur l'expression de la PA dans 
l' expérimentation (Marom et al., 2005). 
1.8 Hypothèse et objectifs spécifiques 
En examinant les considérations suivantes : 
1- Il existe une communication possible entre les voies de différenciation 
cardiomyogénique et adipogénique puisque (a) des facteurs adipogéniques comme 
l'lns et la T3 semblent posséder un pouvoir cardiomyogénique, (b) des cellules 
souches de tissu adipeux peuvent générer des cardiomyocytes, et (c) des cellules 
souches de moelle osseuse peuvent générer des adipocytes et, quoiqu'à un degré 
moindre, des cardiomyocytes. 
2- Des acides gras et des facteurs adipocytaires ont une action bénéfique sur le cœur. 
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3- L'OT, cardiomyogénique sur des cellu les souches, a toutefois un effet inhibiteur sur 
la maturation de pré-adipocytes en adipocytes. 
nous avons émis l' hypothèse que, d ' une part, l'OT pourrait favoriser le programme cardiomyogénique 
dans des conditions adipogéniques et, d'autre part, que les conditions adipogéniques pourraient 
augmenter le rendement cardiomyogénique de l'hormone. Dans ce contexte nous avons utilisé le 
modèle P19 pour: 
(a) établir si des conditions connues pour être adipogéniques avec les cellules souches 
embryonnaires induisent la différenciation de cellules P 19 en adipocytes et en 
cardiomyocytes; 
(b) déterminer si la combinaison des conditions adipogéniques avec 1 'OT favorisent la production 
des cardiomyocytes sur celle d ' adipocytes ; 
(c) comparer l'efficacité cardiomyogénique de l'OT dans le protocole de différenciation 
cardiaque «classique » avec et sans gouttes pendantes (on entend par gouttes pendantes une 
agrégation en gouttes suspendues sur le couvercle du Pétri) et dans le protocole adipogénique. 
La différenciation adipogénique a été évaluée par histologie après coloration des lipides avec le 
colorant Oil-Red-0 et par rétrotranscription-réaction de polymérisation en chaine (RT -PCR) pour le 
marqueur adipogénique PPARy. La différenciation cardiomyogénique a été évaluée par le relevé de 
colonies de cellules battantes ainsi que par RT-PCR et immunobuvardage pour le marqueur Tpnl 
cardiaque. Une étude préliminaire a aussi été réalisée pour déterminer si OT inhibe la génération 
d' adipocytes à partir de MSC de moelle osseuse de rat. 
Les résultats pourraient aider à optim iser les conditions cardiomyogéniques afin d'améliorer le 
rendement en cardiomyocytes qui demeure pour le moment faible. De meilleurs conditions peuvent 
contribuer au développement de thérapies cellulaires pour le cœur. 
CHAPITRE II 
MATÉRIELS ET MÉTHODES 
2.1 Culture et différenciation des cellules P 19 
2.1.1 Culture des cellules Pl9 indifférenciées 
Les cellules P 19 furent maintenues en culture selon le protocole établi par Rudnicki et McBurney 
(1987). Les cellules furent cultivées à 3rC dans une atmosphère saturée d ' humidité contenant 5% de 
C02 et dans un milieu complet de propagation (MCP) composé d 'a-MEM (a-Modified Eagle 
Essential Medium, Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada) supplémenté de 10% de sérum de bœuf 
foetal (FBS) inactivé à la chaleur (Cansera International , Rexdale, Ontario, Canada) ainsi que de 50 
U/mL de pénicilline et de 50 11g!mL de streptomycine (Gibco BRL). Les cellules furent divisées toutes 
les 48 h. Après retrait du milieu de culture, les cellules sont lavées avec du tampon phosphate salin 
(PBS : 0,8% NaCl, 0,02% KCI, 0,02% KH2P04 et 0, 115% Na2HP04, pH 7,3), dissociées par pipettages 
après incubation dans une solution de 0,025% trypsine et 1 mM EDT A (Gibco BRL) et réensemencées 
à raison d ' un million de cellules dans 10 mL de MCP dans un pétri tissulaire de 100 mm de diamètre 
(Sarstedt, Newton, Caroline de Nord, USA). 
2.1.2 Protocole cardiomyogénique « classique » 
Les cellules P 19 furent différenciées en cardiomyocytes selon le protocole de Paquin, Danalache et 
coll (2002) comme le montre la figure 2.1 A. À jour zéro (JO) de la différenciation, 0,25 million de 
cellules a été ensemencé dans un pétri bactériologique de 60 mm de diamètre (VWR International , 
Mississauga, Ontario, Canada) contenant 5 mL de milieu complet de différenciation (MCD : a-MEM 
supplémenté de 5% de FBS, 5% de sérum bovin (DBS, Cansera International), 50 U/ml de pénicilline 
et 50 !lg/ml de streptomycine) auquel a été ajouté 10-7 M d'OT (Peninsula Laboratories) . Le pétri 
bactériologique ne permet pas l'adhésion des cellules au plastique et les cellules s ' associent donc les 
unes aux autres pour former des agrégats en suspension ; ces agrégats sont souvent appelés corps 
embryoïdes. Le milieu de différenciation a été renouvellé après deux jours d'agrégation . Après quatre 
jours d ' agrégation, les agrégats ont été transférés dans un pétri tissulaire de 100 mm de diamètre 
contenant 10 mL de MCP, en absence d ' OT. Le milieu de culture a été changé aux 48 h. Dans une 
variante de ce protocole de base, 10-7 M d'OTa été ajouté au milieu de culture post-agrégation. Dans 
les différenciations témoins (cellules non induites ou N1), il n'y a pas eu ajout d'OT durant la période 
d ' agrégation ni durant la période en culture adhérée subséquente. 
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Figure 2.1 Schéma temporel du protocole cardiomyogénique « classique » sans et avec 
incorporation de gouttes pendantes. Les cellules P19 furent cultivées (A) en suspension en large 
volume des jours JO à J4 ou (B) en gouttes pendantes des jours JO à J2 et en suspension de J2 à J4 dans 
le MCD additionné de 10·7 M d'OT, puis cultivées en couches adhérées dans du MCP en absence 
d'OT. Deux autres variantes ont été testées : absence d 'OT de JO à J24 (culture non-induites ou NI) et 
présence d 'OT de JO à J24 . 
2.1.3 Protocole cardiomyogénique « classique » avec incorporation de gouttes pendantes 
Le protocole est celui décrit à la section 2.1.2 sauf que l'agrégation a débuté en gouttes pendantes 
(figure 2.1 8). À JO, 64 gouttes de 20 111 contenant chacune 1000 cellules dans du MCD additionné de 
10·7 M d'OT ont été déposées dans le couvercle d ' un pétri bactériologique de 100 mm de diamètre 
(Sarstedt) rempli de PBS. Après 48h, les gouttes de cinq pétris furent aspirées avec une pipette pasteur 
et déposées dans un tube à centrifuger de 50 mL (Sarstedt) afin de sédimenter les agrégats. Les 
agrégats furent repris dans 10 mL de MCD additionné de 10"7 M d 'OT et mis en culture pour 48 h dans 
un Pétri bactériologique de 100 mm de diamètre (VWR International). Après quatre jours d ' agrégation, 
les agrégats ( l'équivalent de 64 gouttes) ont été transférés dans un pétri tissulaire de 100 mm de 
diamètre contenant 10 mL de MCD, en absence d 'OT. Le milieu de culture a été changé aux 48 h. 
Dans une variante de ce protocole de base, 10·7 M d'OT a été ajouté au milieu de culture post-
agrégation . Des différenciations témoins (cellu les non induites ou NI) ont été faites sans ajout d ' OT. 
2.1.4 Protocole adipogénique 
La différenciation des cellules P19 en adipocytes fut adaptée d'un protocole de différenciation de 
cellules souches embryonnaires murines (Dani et al, 1997) comme le montre la figure 2.2 . Les cellules 
P 19 furent cultivées en gouttes pendantes de 20 111 à raison de 1000 cellules par goutte dans du MCD. 
64 gouttes ont été déposées dans le couvercle d'un pétri bactériologique de 100 mm de diamètre 
(Sarstedt) rempli de PBS pour 48 h. Par la suite, les gouttes de cinq pétris furent aspirées avec une 
pipette pasteur et déposées dans un tube à centrifuger de 50 mL afin de faire sédimenter les agrégats . 
Le vieux milieu fut alors enlevé par aspiration et les agrégats transférés dans un unique pétri 
bactériologique de 60 mm de diamètre contenant 5 mL de MCD supplémenté de 1 o·6 M d ' AR (Sigma) 
L 
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pour 48 h. Après ces 48 h, la suspension d' agrégats a été transférée dans un tube 50 mL, les agrégats 
sédimentés et 50% du vieux milieu a été retiré. La suspension cellu laire restante a été transférée dans 
un pétri bactériologique de 60 mm et son volume complété à 5 mL avec du MCD neuf contenant 
10-6 M d' AR. Après 24 h de culture, les agrégats ont été de nouveau récoltés, lavés avec du PBS et 
remis dans des pétris bactériologiques pour 48 b dans du MCD en absence d ' AR. Les agrégats ont été 
ensuite transférés dans un pétri tissulaire de 100 mm de diamètre contenant 10 mL de MCP 
supplémenté de 85 nM d ' lns (Sigma) et 2 nM de T3 (Sigma) ; le milieu de maturation fut renouvelé 
aux 48 h. Dans une variante de ce protocole de base, 1 o-7 M d'OT a été ajouté au milieu de culture 
post-agrégation. Les différenciations témoins (cellules non induites ou NI) n' ont reçu aucun agent 
inducteur. 
85 nM lns et 2 nM T3 
J27 
1 
JO 
1 gouttes 
J2 J4 JS J7 
AR I0-6M AR I0-6M 
1 suspension 1 suspension 1 suspension 1 adhésion 
pendantes 
Figure 2.2 Schéma temporel du protocole adipogénique. Les cellules Pl9 furent cultivées en 
gouttes pendantes des jours JO à 12 dans du MCD, en suspension de 12 à 15 dans le MCD additionné de 
10-6 M d'AR, et de 15 à J7 dans du MCD en absence d'AR. Par la suite les cellules furent cultivées en 
couches adhérées dans du MCP supplémenté de 85 nM d ' lns et 2 nM de T3 . D'autres variantes ont été 
testées incluant l'absence d ' agent de JO à J27 (cultures non-induites ou NI) . 
2.1.5 Protocole ostéogénique 
Les conditions de différenciation des cellules Pl9 en ostéocytes furent adaptées de protocoles 
utilisés avec des cellules souches embryonnaires murines (Chaudry et al, 2004 et Phillips et al, 200 1). 
La procédure fut la même que pour la différenciation en adipocytes (section 2 .1.4 et figure 2 .2) à 
l'exception de la composition du milieu de maturation Uours 17 à J27), lequel contenait 50 Jlg/mL 
d ' acide ascorbique (Sigma) et 10 mM de P-glycérophosphate (Sigma). L ' effet de l'OT sur la 
différenciation ostéogénique a été évalué en ajoutant 1 o-7 M de l' hormone au milieu de maturation. 
2 .2 Culture et différenciation des cellules mésenchymateuses de la moelle osseuse (MSC) 
2 .2.1 Préparation des MSC 
Les cellules furent extraites de fémurs et de tibias de rats Sprague-Dawley de 200-300 g (Charles 
River, St-Constant, Québec, Canada) selon les procédures de l'équipe du Dr Capian (Lennon et al. , 
1995). Brièvement, les rats furent tout d'abord endormis dans une atmosphère de C02 :02 (2 :1) et 
euthanasiés avec 100% de C02. Les pattes postérieures furent par la suite rasées et les rats plongés 
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dans l'éthanol 70% pour 5 min. Les pattes furent dénudées de leur peau et de leur tissu musculaire 
avant d'en retirer les fémurs et les tibias et de sectionner les extrémités de ces os. La moelle fut ensuite 
extraite par injection de milieu DMEM complet (DMEMC) dans la lumière des tubes osseux. Le 
DMEMC était composé de DMEM-HG (Dulbecco Modified Eagle Medium High Glucose, Gibco 
BRL) supplémenté de 10% de FBS inactivé à la chaleur (Cansera), 50 U/ml de pénicilline et 50 Jlg/ml 
de streptomycine. Les cellules recueillies furent individualisées par passage dans trois aiguilles de 
seringue de calibre différent (18G, 20G et 22G) et ensemencées à la densité de 1,4 million par 
centimètre carré dans des pétris tissulaires contenant du DMEMC et cultivées à 37°C dans une 
atmosphère saturée d ' humidité contenant 5% de C02. Les MSC adhèrent au support de culture alors 
que les cellules hématopoïétiques demeurent en suspension et sont retirées lors des changements de 
milieu. Après dix jours de culture primaire, les MSC ont été lavées deux fois au PBS, dissociées par 
l'ajout de PBS contenant 0,25% trypsine et l mM EDTA (Gibco BRL) et réensemencées à raison d 'un 
million dans l 0 mL de DMEMC dans un pétri tissulaire de l 00 mm de diamètre. 
2.2.2 Culture des MSC indifférenciées 
Les MSC furent maintenues en culture pour un maximum de 4 passages après la mise en culture 
initiale. Les passages sont faits lorsque les cellules sont à 90-100% de confluence (environ aux 12 
jours). Le vieux milieu fut retiré et les cellules lavées deux fois au PBS, dissociées par l'ajout de 
trypsine-EDTA et réensemencées à raison d ' un million dans 10 mL de DMEMC dans un pétri 
tissulaire de 1 00 mm de diamètre . 
2.2.3 Différenciation des MSC en adipocytes 
La différenciation des MSC fut adaptée de protocoles adipogéniques décrits pour la souris (Miki et 
al, 2001 et Trope! et al, 2004). Les MSC de rats ont été cultivées jusqu'à 100% de confluence et 
induites à se différencier par l' ajout du milieu adipogénique composé de DMEMC additionné de 5 
Jlg/mL d ' lns, 1 11M de Dex (Sigma) et 0,5 mM d'lBMX (Sigma). Les cellules furent cultivées dans ce 
milieu pendant 15 jours avec renouvellement de milieu aux 48 h et ce, sans lavage des cellules. Des 
cellules ont aussi été traitées avec le milieu adipogénique contenant 1 o-7 M d 'OT. 
2.2.4 Différenciation des MSC en ostéocytes 
La différenciation des MSC fut adaptée de protocoles ostéogéniques décrits pour la souris (Martin 
et al, 2002 et Trope! et al, 2004). Le protocole utilisé fut le même que pour la différenciation en 
adipocytes sauf pour la composition du milieu de différenciation et le temps de différenciation. Le 
milieu ostéogénique fut du DMEMC additionné de 0,1 J.!M de Dex, 0,05 mM d'acide ascorbique 
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(Sigma) et 10 mM de ~-glycérophosphate (Sigma). Les cellules furent cultivées dans ce milieu pendant 
28 jours avec renouvellement de milieu aux 48 h et ce, sans lavage des cellu les. Des cellules furent 
aussi traitées avec du milieu ostéogénique contenant 10-7 M d'OT. 
2.3 Histochimie 
2 .3.1 Quantification relative des cellules au cristal violet 
Les cellules ont été fixées pendant 20 min avec du p-formaldéhyde 4% dans du PBS. Les cellules 
ont été lavées au PBS trois fois , colorées par une incubation de 30 min dans du PBS contenant du 
cristal violet 0, J% plv, puis de nouveau lavées trois fois au PBS. La coloration a été révélée par l'ajout 
d 'acide acétique JO%, puis les extraits acides furent transférés dans une microplaque de 96 puits et 
dosés par absorbance à 595 nm à l'a ide d'un lecteur de microplaque (THERMOmax ™ ; Molecular 
Deviees, Menlo Park, Californie, USA). 
2 .3.2 Analyse des adipocytes par l'Oil-Red-0 
Les cellules furent fixées au p-formaldéhyde pour 20 min à la température de la pièce puis lavées 
deux fois au PBS, perméabilisées au propylène glycol pendant 3 min, puis incubées avec une solution 
d 'Oil-Red-0 (Sigma; 0,5% du colorant dans 60% isopropanol et 40% H20 , filtrée sur fi ltre Whatman 
# J) pendant 60 min. Les cellules furent ensuite lavées trois fois au PBS, couvertes de propylène glycol 
60% pendant 1 min, rincées à l' eau distillée et séchées à 37°C pendant 1 h . En dernier lieu, le colorant 
fut extrait des cellu les par l'ajout d ' isopropanol et les extraits transférés dans une microplaque de 96 
puits pour une mesure d 'absorbance à 510 nm à l' aide d ' un lecteur de microplaques. 
2.3.3 Analyse des ostéocytes via la phosphatase alcaline 
Les ostéocytes provenant de la différenciation des MSC furent colorés au bleu de tétrazolium 
(Sigma) selon les recommandations du fabricant. Les cultures cellulaires furent fixées avec du 
méthanol froid (-20°C) pendant 2 min, séchées sous un faible jet d'air, réhydratées pendant 10 min 
avec un tampon contenant 100 mM Tris-HCl, pH 9,5, lOO mM NaCl et 10 mM MgCI2, puis incubées 
avec une solution de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (0, 165 mg/mL) et Nitroblue Tetrazo lium 
(0,33 mg/mL) pour 10 min. Enfin les cultures furent rincées à l'eau nanopure puis examinées au 
microscope. 
Les ostéocytes provenant de la différenciation des cellules P19 furent analysés par le dosage 
colorirnétrique de la phosphatase alcaline. Les cellules furent fixées avec du méthanol froid (-20°C) 
pour 2 min, rincées trois fois avec de l'eau nanopure, et incubées pour 20 min, à 37°C, avec une 
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solution de 1 mg/ml de p-nitrophényl phosphate (pNPP) dissout dans un tampon bicarbonate de 
sodium 50 mM pH 9,6 additionné de 1 mM MgCh. Après arrêt de la réaction par l'ajout de 0,5 mL de 
NaOH 3 M, les extraits alcalins furent transférés dans une microplaque de 96 puits et lus en 
absorbance à 410 nm à l' aide d ' un lecteur de microplaque. 
Un marquage de la minéralisation de la matrice des ostéocytes P 19 a aussi été réalisé selon la 
technique de van Kossa. Pour ce faire, les cellules furent fixées au p-formaldéhyde pour 20 min à la 
température de la pièce, puis lavées trois fois avec de l' eau nanopure et incubées à l' obscurité 30 min 
avec une solution de nitrate d'argent 5% . La solution de nitrate d ' argent fut retirée et remplacée par de 
l'eau nanopure. Les cellules furent incubées sous une lumière de 40 W pendant 1 h, puis avec une 
solution de thiosulfate de sodium pour 2 min, lavées trois fois avec de 1 ' eau nanopure et observées 
sous microscope. 
2.4 Rétrotranscription et réaction de polymérisation en chaîne (RT-PCR) 
2.4 .1 Extraction de l' ARN 
L' extraction de l' ARN des cellules fut réalisée avec le Trizol (lnvitrogen Li fe Technologie, 
Burlington, Ontario, Canada) selon les procédures du manufacturier. Les cellules d'un pétri tissulaire 
de 100 mm furent lavées deux fois au PBS, raclées avec un policeman dans 1 mL de PBS, récoltées 
dans un eppendorf (Sarstedt) et centrifugées à 1000 g à l' aide d ' une microcentrifugeuse Eppendorf 
5415C (Brinkmann Instruments lnc., Hambourg, Germanie) pendant 1 min . Le surnageant fut par la 
suite enlevé et le culot repris dans 1 mL de Trizol suivi de 15 passages dans l'embout de la pipette puis 
laissé à température de la pièce pour 5 min . Du chloroforme (200 J.tL) fut ajouté à l'eppendorf et le 
tout agité vigoureusement pendant 15 sec, incubé 2-3 min à température de la pièce et centrifugé à 
12000 g à 4°C pendant 10 min. La phase aqueuse contenant l' ARN débarassé des protéines a été 
récupérée. L ' ARN fut précipité en ajoutant 500 J..lL d ' isopropanol à la phase aqueuse et en mélangeant 
le tout par 3-4 inversions de 1 'eppendorf. Suite à une incubation de 10 min à température de la pièce, 
l' eppendorf fut centrifugé 10 min à 12000 g à 4°C. Le culot d ' ARN fut débarrassé du surnageant, lavé 
avec 1 mL d'éthanol 75%, et resuspendu au vortex. L'eppendorf fut par la suite centrifugé 5 min à 
7500 g à 4°C et le culot asséché pendant 10-15 min à l' air libre et suspendu dans 30 J..lL d ' eau traitée 
au diéthylpyrocarbonate (DEPC, Sigma). 
L' ARN fut quantifié par dosage à 260 nm après dilution dans de l'eau traitée au DEPC. Pour ce 
faire, la mesure d'absorbance obtenue fut insérée dans la formule suivante où une unité d ' absorbance 
équivaut à 40 J.tg/mL d ' ARN : 
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[ARN] = 40 f.ig/mL · A260 • facteur de dilution 
L' ARN fut dilué à une concentration de 0, 1 flg/f.lL . 
2.4.2 Rétrotranscription (RT) 
La RT fut réalisée avec la trousse « Omniscript Reverse Transcriptase kit » de QIAGEN 
(Missisauga, Ontario, Canada) selon le protocole du manufacturier. La solution d' ARN 0,1 f.ig/mL fut 
tout d'abord chauffée à 6S°C pendantS min puis refroidie à 4°C. Un aliquot de S flL a été ajouté au 
mélange réactionnel de rétrotranscription composé de 7 flL d'eau « RNase Free », 2 flL de tampon RT 
1 OX, 2 flL de dNTP (S mM chacun), 1 flL de transcriptase inverse (tous de QI AGEN), 2 flL de l'oligo-
dT 12-18 (10 f.1M, Amersham Biosciences, Oakville, Ontario, Canada) et 1 flL de l' inhibiteur de 
RNase (1 OU/flL, Amersham Biosciences). La solution fmale a été incubée à 37°C pendant 60 min, 
chauffée pendant S min à 9S°C afin de dénaturer la transcriptase, et conservée à -20°C jusqu'à 
l'analyse par PCR. 
2.4.3 Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 
La PCR permet d'amplifier. de plusieurs fois une partie précise d'un ARNm d'intérêt via 
l' utilisation d'amorces complémentaires spécifiques. Les séquences des amorces utilisées ainsi que la 
taille (pb) des produits PCR sont résumées dans le tableau 2.1, et les courbes de mise au point du 
nombre de cycles d'amp li fication sont présentées en appendice A. Les amorces furent synthétisées par 
la compagnie Invitrogen Life Technologies et reconstituées dans l'eau traitée au DEPC à une 
concentration de 100 flM. La PCR fut réalisée avec la trousse « Taq PCR Core Kit » (QIAGEN) selon 
les recommandations du manufacturier, avec des modifications. Le mélange pour la PCR fut composé 
de 12,8 flL d' eau traitée au DEPC, de 2,S f.lL de tampon PCR 10X, de O,S flL de dNTP (10 mM 
chacun), de 0,2 flL de la Taq DNA polymérase (tous de QIAGEN) et de 1 flL de chacune des amorces 
(1 0 flM sens et 10 !lM anti-sens). En dernier lieu, 2 flL du produit de la rétrotranscription furent 
ajoutés puis le mélange soumis au programme suivant du thermocycleur Mastercycler gradient 
(Eppendorf, Mississauga, Ontario, Canada) : 96°C pour IS sec, S4°C pour 30 sec et 7S°C pour 90 sec 
pour chaque cycle d'amplification, avec une incubation additiormelle de 10 min à 7S°C à la fm du 
dernier cycle. Les produits PCR furent conservés à - 20°C jusqu 'à leur analyse sur gel d'agarose de 
1 ,S% dans du tampon Tris-acétate-EDTA (T AE : 40 mM de base Tris, 2S mM d'EDTA (acide 
éthylènediamine tétraacétique) et 20 mM d'acide acétique) supplémenté de 0,1 f.ig/mL de bromure 
d'éthidium (Sigma). L'électrophorèse a été réalisée avec un système de mini-gel (Hoefer Scientific 
Instruments, San Francisco, Cafifornie, USA) sur une période de 30 min à 120 volts. Les gels ont été 
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photographiés sous lumière U.V. et l' intensité des bandes numérisées analysée à l' aide du densitomètre 
Chemi lmager 5500™ (A lpha lnnotech, Californie, USA). 
Tableau 2.1 Séquence des amorces utilisées pour la PCR. 
ARN Séquence Nb cycles Nb pb 
18S Sens: cggctaccacatccaaggaa 25 
Anti-sens : gctggaattaccgcggct 
GAT A4 Sens: ctgtcatctcactatgggca 30 248 
Anti-sens: ccaagtccgagcaggaattt 
Tpn 1 Sens : agatggaacgagaggcagaa 33 356 
Anti-sens : ccttcttcacctgcttgagg 
aP2 Sens:ccgcagacgacagga 30 177 
An ti -sens: ctcatgccctttcataaact 
pp AR y Sens: ccagagtctgctgatctgcg 27 217 
Anti-sens: gccacctctttgctctgctc 
2.5 Immunoprécipitation et immunodétection de type Western 
2.5. 1 Extraction des protéines cellulaires et immunoprécipitation 
Référence 
Fuj ita et al, 2005 
Makino et al, 1999 
Fuj ita et al, 2005 
Fujita et al, 2005 
Les cellules ont été rincées et récoltées par raclage avec un policeman, dans 1 mL de PBS 
supplémenté de 50 mM NaF et 2 mM vanadate de sodium par pétri de 100 mm de diamètre. Les 
cellules ont été sédimentées à 1000 g durant 1 min à température ambiante. Le culot cellulaire a été 
resuspendu dans six volumes de tampon de lyse RIPA (1 50 mM NaCI, 1% v/v Nonidet-40, 0,5% v/v 
désoxycholate, 0,1% dodécylsulfate de sodium (SDS), 50 mM Tris, pH 7,6) additionné de NaF, de 
vanadate de sodium et du cocktail 1 d'inhibiteurs de protéases (Sigma). Les suspensions résultantes ont 
été incubées sur glace pendant 30 min tout en étant vortexées pendant 1 0 sec à toutes les 5 min durant 
cette période, puis centrifugées à 10 000 g pendant 10 min à l'aide d'une microcentrifugeuse 
Eppendorf 5415C. Les surnageants finaux (lysats de protéines totales) ont été récupérés, dosés pour le 
contenu protéique par la méthode microBCA (section 2.5.2), et congelés à -20°C jusqu'à utilisation 
ultérieure. Le lysat cellulaire (composé de lOO ).lg de protéines dans 100 ).IL de tampon) a été éclairci 
par l' ajout de 0,25 ).lg de l' anticorps IgG secondaire (ici, anti-IgG de chèvre) (Santa Cruz 
Biotechnologie, Santa Cruz, Californie, USA) suivi de 20 ).IL de suspension de billes de protéines A/G-
Plus-agarose (25% v/v) (Santa Cruz Biotechnologie). Après incubation de 30 min à 4°C sous agitation 
douce, le mélange a été centrifugé à 1000 g durant 30 sec à 4°C puis le surnageant a été incubé avec 2 
).lg de l' anticorps IgG de chèvre, anti-Tpnl (Santa Cruz Biotechnologie) durant 1 h à 4°C. Par la suite, 
20 )li de billes de protéines A/G-P lus-agarose ont été ajoutés et le tout incubé sous agitation douce 
pendant 18 h à 4°C. Les complexes billes-anticorps-antigène ont été récoltés, soumis à trois cycles de 
lavage (PBS additionné de NaF et vanadate de sodium) et de centrifugation à 1000 g 30 sec à 4°C. Le 
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culot à été mélangé avec 20 J..lL de tampon d'échantillon (Laemmli, 1970) 2X pour électrophorèse pour 
dissocier le complexe immun et 5 J..lL du mélange ont été déposés sur un gel d'électrophorèse de 12% 
de polyacrylamide puis soumis à toute la procédure d' immunodétection Western (section 2.5.3 -
2.5 .5). 
2.5.2 Dosage des protéines 
La méthode de micro-dosage à l'acide bicinchoninique (BCA; Pierce, Rockford, Illinois, USA) a 
été utilisée pour le dosage des protéines de lysats cellulaires totaux parce qu'elle n'est pratiquement 
pas affectée par la présence de détergents. Le réactif BCA est préparé selon les recommandations du 
manufacturier. Pour le dosage, 1 mL du réactif a été additionné à 1 mL d 'échantillon ou d'étalon, le 
tout incubé durant 1 h à 60°C puis lu en absorbance à 562 nm à l'aide d' un spectrophotomètre 
Beckman DU-6 (Beckman, Mississauga, Ontario, Canada). Des concentrations d'albumine sérique 
bovine (BSA) allant de 0 à 40 J..lg/mL ont été utilisées comme étalons. 
2.5 .3 Électrophorèse dénaturante sur ge l de polyacrylamide (SDS-PAGE) 
Les échantillons ont été mélangés à du tampon d'échantillon (TE) (Laemmli, 1970) afin d'obtenir 
une concentration fmale de 10 à 40 J..lg de protéines dans 62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 5% v/v glycérol, 
2% p/v SDS, 5% v/v ~-mercaptoéthanol et 6,25% p/v bleu de bromophénol, bouillis pendant 5 min, 
centrifugés à l' aide d'une microcentrifugeuse pendant 30 sec, puis chargés sur un gel de 1 mm 
d'épaisseur et 12% de polyacrylamide. Les échantillons ont migré 90 min à 150 vo lts en présence de 
SOS en utilisant un appareil Mini-Protean (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Californie, USA). Un 
mélange de protéines étalons (Bio-Rad Laboratories) a également été déposé sur gel pour la calibration 
des poids moléculaires. 
2.5.4 Électrotransfert en mode semi-sec 
Après l'électrophorèse, les gels ont été équi librés durant 5 min dans un tampon de transfert 
composé de 10 mM Tris, 96 mM glycine (Sigma-Aldrich) et 10% MeOH dans l'eau distillée. Les gels 
ont été apposés par-dessus une membrane de polyvinylidène difluoré (PVDF) (Boehringer-Mannheim, 
Montréal, Québec, Canada) préalablement activée pendant 1 min dans du MeOH et équi librée pendant 
15 min dans du tampon de transfert. Le sandwich gel-membrane a été placé dans le système 
d'électrotransfert semi-dry (The W.E.P. Company, Seattle, Washington, USA) et le transfert des 
protéines du gel vers la membrane effectué pendant 75 min à 1 mA/cm2 (- 80 mA/gel). 
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2 .5.5 lmmunobuvardage 
Après électrotransfert des protéines, les membranes de PVDF ont été bloquées dans un tampon Tris 
salin (TBS : 150 mM NaCI, 50 mM Tris-HCI pH 7,6) contenant 3% de lait écrémé (Carnation), 0,1% 
v/v Tween-20 (Sigma-Aldrich) et ce, durant 18 h à 4°C sous agitation douce . Après blocage, les 
membranes ont été lavées avec une solution de TBS contenant 0,1% v/v de Tween-20 (TBS-Tw), 
pendant 1 h sous agitation douce avec renouvellement de la solution de lavage aux 15 min. Les 
membranes ont ensuite été incubées avec l'anticorps primaire dilué 1/1000 (IgG de chèvre anti-Tpnl, 
Santa Cruz Biotechnologie) durant l h à température ambiante et sous agitation douce . Les membranes 
ont été rincées au TBS-Tw puis incubées avec un anticorps secondaire dilué 1/10000 (anti-IgG de 
chèvre, Biosource International , Camarillo, Canada) conjugué à la peroxydase du raifort (POD), 
pendant 1 h à température ambiante sous agitation douce. Les membranes ont été rincées à nouveau 
avec du TBS-Tw et traitées pour la détection des complexes anticorps-antigène par 
chimioluminescence. Pour ce faire, les membranes ont été incubées pendant 1 min dans le réactif de la 
trousse Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) et exposées contre un film 
Fuji Medical X-ray (Fuji Photo Film©, Tokyo, Japon) . Les films ont été numérisés à l'aide du 
densitomètre Chemilmager 5500™. 
2.6 Analyse immunologique de SSEA-1 
2.6.1 lmmunocytofluorescence indirecte en microscopie 
Les cellules P 19 furent mises en culture pour 48 h sur des lamelles de verre gélatinisées (0, 1% de 
gélatine de porc) puis fixées par une incubation de 20 min dans du PBS contenant 4% p-formaldéhyde. 
Les cellules furent rincées trois fois avec du PBS et conservées à 4°C jusqu 'à utilisation. Toutes les 
étapes subséquentes furent effectuées à température pièce. Les cellules fixées furent perméabilisées par 
une solution de PBS contenant 0,005% de saponine pour 30 min, bloquées avec une solution de PBS 
contenant 0,005% de saponine et 3% de sérum de cheval (Gibco BRL) pendant une heure, puis 
incubées avec l' anticorps primaire dilué 1/ 1000 (IgM de souris anti-SSEA-1 , Developmental Studies, 
Hybridoma Bank) dans la solution de blocage. Les cellules furent lavées avec du PBS trois fois et 
incubées pendant une heure, à la noirceur, avec l'anticorps secondaire anti-IgM de souris conjugué à la 
fluorescéine (Organon Teknika Co.) et dilué Ill 0 dans la solution de blocage. Les cellules furent de 
nouveau lavées et incubées 15 min avec de l' iodure de propidium 20 f!g/mL dans du PBS (Sigma) 
pour marquer les noyaux cellulaires. Après lavage, la lamelle a été humidifiée par l' ajout de PBS 
contenant 50% de glycérol et montée sur une lame pour être analysée avec un microscope inversé 
Zeiss (Zeiss IM, Carl Zeiss, Jena, Germanie) équipé d'objectifs à contraste de phase, d'un filtre à 
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fluorescence pour la fluorescéine et d ' une caméra numérique. Les photos furent traitées avec le logiciel 
Northem Eclipse 6.0 et montées avec le logiciel Adobe Photoshop. 
2 .6.2 Analyse de SSEA-1 au cytomètre de flux 
Les cellules P 19 indifférenciées furent dissociées avec une solution de trypsine-EDTA (0,025%- 1 
mM) et les cellules en agrégats furent dissociées avec une solution Accumax (lnnovative Cell 
Technologie Inc., San Diego, Californie, USA). Les étapes subséquentes ont été effectuées à 
température pièce. Les cellules individualisées furent fixées par incubation d ' une heure dans du PBS 
contenant 1% de p-formaldéhyde, lavées trois fois dans du PBS et incubées pour 15 min avec 
l' anticorps primaire dilué 1/50 (lgM de souris anti-SSEA-1) dans du PBS additionné de 3% de BSA. 
Les cellules furent lavées trois fois dans du PBS avant d ' être incubées avec l'anticorps secondaire 
dilué 1/500 (anti-IgM de souris conjugué à la fluorescéine, Jackson Jmmuno Research Laboratories 
lnc.) dans le même tampon PBS-BSA. Les cellules furent lavées trois fois au PBS puis quantifiées par 
cytométrie de flux à l' aide d ' un FACS Calibur équipé du logiciel d 'analyse de données CeiiQuestPro 
(BD Biosciences, Mississauga, ON). 
2.6.3 Rétention immunomagnétique de cellules Pl9 SSEA-1-positives 
Les cellules P 19 indifférenciées furent dissociées par un traitement à la trypsine-EDTA (0,025%-
1 mM) pendant 5 min à 37°C. Cinq millions de cellules furent incubés avec l' anticorps primaire anti-
SSEA-1 (JgM de souris) dilué 1/100 dans le tampon de séparation composé de PBS additionné de 2 
mM EDT A et de 0,5% BSA et ce, dans un volume final de 100 J..lL. L'incubation a duré cinq minutes à 
température pièce sous agitation. Par la suite, les cellules furent lavées deux fois avec 1 0 vo lumes de 
tampon de séparation et centrifugées pendant 2 min à 300 g. Le culot de la dernière centrifugation a été 
repris dans 80 J..lL de tampon de séparation auquel fut ajouté un volume de 20 J..lL de microbilles 
magnétiques couplées à un anticorps anti-IgM de souris (Miltenyl Biotec, Sunnyvale, CA). Les 
cellules ont été incubées durant 15 min entre 6 et I2°C sous agitat ion, lavées et centrifugées deux fois 
comme décrit précédemment et le culot final repris dans 500 J..lL de tampon de séparation. La 
suspension cellulaire a été déposée sur une colonne Magnetic Cel! Sorting LS (Miltenyl Biotec) pré-
lavée avec 3 mL de tampon de séparation. Le contenu de la colonne fut rincé trois fois avec 3 mL de 
tampon de séparation afin de recueillir les cellules non-absorbées sur les billes (fraction SSEA-1 NEG 
# 1 ). Ensuite, cette fraction négative fut centrifugée, le culot repris dans 500 J..lL de tampon de 
séparation et repassé sur la colonne. La fraction non retenue après lavage fut appelée fraction SSEA-
1 NEG #2. Finalement, la colonne fut retirée de l'aimant pour permettre l'é lution des cellules fixées sur 
les microbilles (SSEA-1 ros). L'élution a été fa ite en déposant 5 mL de tampon de séparation dans la 
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colonne et en provoquant une évacuation forte et rapide du contenu de la colonne à l' aide de l' éjecteur 
fourni par le manufacturier. 
2.7 Analyse statistique 
Les données sont présentées comme moyenne ± écart-moyen. Les comparaisons entre deux 
groupes de données différents ont été faites par le test de Student (t-test) après s ' être assuré de la 
normalité de la distribution et de l' égalité des variances. Le logiciel utilisé fut JMP IN 3.2.6 (SAS 
lnstitute lnc. , Cary, NC, USA). Une différence de P < 0,05 fut consédérée comme significative. 
CHAPITRE III 
RÉSULTATS 
3 . ! Génération d' adipocytes à partir de cellules P 19 
3.1.1 Génération d ' adipocytes en absence et en présence d'OT 
Les cellules P 19 ont été soumises au protocole adipogénique établi avec des cellules souches 
embryonnaires, lequel comporte deux étapes: (1) 7 jours d ' agrégation en présence de 10'6 M d'AR 
comme inducteur, et (2) 20 jours post-agrégation en présence d'lns et de T3 comme agents de 
maturation. À la fin du protocole (17+20), les cultures ont été examinées au microscope pour y 
observer la présence du phénotype adipogénique qui est caractérisé morphologiquement par la 
présence d ' inclusions lipidiques dans le cytoplasme. La figure 3.1 A montre la présence de cellules 
exhibant de telles inclusions dans les cultures P 19. Lorsque de I'OT est ajoutée à une concentration de 
10'7 M dans le milieu de maturation adipogénique (lns + T3), il y a réduction du nombre d'adipocytes 
dans les cultures (figure 3.1 8). Les cultures de jours 17+20 furent soumises à une coloration à 1 'Oii-
Red-0, un marqueur des triglycérides. Les figures 3.1 C et D montrent une coloration rouge abondante 
dans les cultures non-traitées avec I'OT et une coloration réduite en présence d'OT. La quantification 
spectrophotométrique de la coloration durant la différenciation (figure 3.1 E) montre une augmentation 
soutenue des triglycérides lorsqu 'i l n'y a pas d 'OT dans le milieu de maturation. Par contre, en 
présence d'OT, la quantité de triglycérides semble plafonner dès le 1 oe jour post-agrégation et au jour 
J20, la coloration est deux fois moindre qu'en absence d'OT. Les mesures de coloration à I' Oil-Red-0 
sont rapportées sur les mesures de coloration au cristal violet pour corriger d'éventuelles différences 
dans le nombre de cellules entre les cultures. Cependant, ces différences se sont révélées non 
significatives (données non montrées). On observe une coloration à I'Oil-Red-0 relativement élevée au 
jour 17+5 de la différenciation dans les deux traitements . Il est possible que le colorant soit retenu non 
spécifiquement dans les agrégats dans les conditions de non-étalement cellulaire. À ce stade, il n' y a 
pratiquement pas de cellules à inclusions lipidiques dans les cultures et les agrégats ne sont pas encore 
étalés en tapis cellulaire. 
Des variantes au protocole adipogénique ont été réalisées dans le but de déterminer quel effet I'OT 
peut avoir sur l' adipogénèse s' il est employé durant la période d'agrégation (induction). Une 
quantification des triglycérides par le colorant Oii-Red-0 fut effectuée et les résultats sont présentés à 
la figure 3.1 F. Cette figure montre tout d ' abord les valeurs obtenues avec l'AR, l'inducteur 
adipogénique normalement utilisé; la présence d 'OT dans le milieu de maturation diminue la 
coloration à I' Oil-Red-0 tel que déjà montré à la figure 3.1E. Si I'OT est utilisé comme agent 
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Figure 3.1 Différenciation adipogénique des cellules P19 en absence et présence d'OT. Des 
cellules P 19 ont été cultivées en agrégats suspendus pendant 7 jours (2 jours en gouttes pendantes sans 
agent inducteur + 3 jours en grand volume en présence de 1 o· M d 'AR + 2 jours en grand volume en 
absence d'inducteur), puis en culture adhérée pendant 20 jours en présence des agents adipogéniques 
lns et T3 . L'OT (10"7 M) a été ajoutée durant la période post-agrégation 1 maturation (A-E), et/ou 
durant l'agrégation 1 induction (F) . (A,B) Photographie (lOOX) de cultures prises au jour 17+20 d 'une 
différenciation réalisée avec ou sans OT durant la période de maturation. Les flèches(-.) pointent 
vers des adipocytes reconnaissables par leur contenu en gouttelettes lipidiques. (C,D) Coloration des 
cultures à I'Oil-Red-0. (E) Quantification spectroscopique de la coloration à I'Oil-Red-0 pour mesurer 
l' effet de l' addition de l' OT durant la maturation. Les valeurs, corrigées par la coloration au cristal 
violet pour tenir compte de la quantité totale de cellules, sont exprimées sous forme de moyenne ± 
écart moyen pour 3 études indépendantes. *, P < 0,05 ; **, P < 0,01 par rapport à la condition AR 1 Ins 
+ T3. (F) Quantification spectroscopique de la coloration à I'Oil-Red-0 à 17+20 de la différenciation 
adipogénique pour mesurer l'effet de 1 'addition de I' OT durant l' induction et/ou la maturation. Les 
valeurs (rapportées relativement à la coloration au cristal violet) représentent la moyenne ± écart 
moyen de 3 déterminations pour une étude. 
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inducteur à la place de l' AR, une chute drastique de l' intensité de la coloration est observée. Le 
maintien d'OT dans le milieu de maturation adipogénique montre une augmentation de la coloration. 
Si le milieu d ' induction est composé à la fois d 'AR et d'OT, l'intensité de coloration est encore plus 
faible qu'avec l' inducteur OT. Ici, encore, le maintien d 'OT dans le milieu de maturation montre une 
augmentation de la coloration. Les mesures de co loration à 1 'Oil-Red-0 sont rapportées sur les 
mesures de coloration au cristal vio let pour corriger d'éventuelles différences dans le nombre de 
cellules entre les cultures. Cependant, ces différences se sont révélées non significatives (données non 
montrées). Les résultats morphologiques montrent donc que les cellules P 19 peuvent se différencier en 
adipocytes et que I'OT, ajouté pendant la période d'induction ou pendant la période de maturation, 
diminue le rendement adipogénique. 
3 .1.2 Analyse de PP AR y et aP2 dans les cultures P 19 soumises au protocole adipogénique 
Pour déterminer que la coloration à I'Oil-Red-0 est bien due à la génération d'adipocytes et non à 
une simple modification du métabolisme lipidique, les cultures ont été analysées pour l' expression de 
marqueurs adipocytaires. Pour ce faire, les variantes suivantes du protocole de différenciation 
adipogénique ont été analysées parce qu ' e lles ont donné les meilleurs rendements adipogéniques: 
AR 1 lns + T3 et AR 1 lns + T3 + OT. La figure 3.2 montre l' analyse RT-PCR de PPARy, un facteur 
de transcription adipocytaire, à différents temps de la différenciation adipogénique, en absence et en 
présence d ' OT dans le milieu de maturation . L' ARN 18S a servi d'étalon interne de toute la procédure 
d ' analyse. En absence d ' OT, de faibles niveaux de PPARy sont observés au jour 17+5 de la 
différenciation adipogénique ; les niveaux augmentent par la suite de façon continuelle jusqu ' au jour 
17+20, le dernier jour analysé. Les faib les niveaux de PPARy à 17+5 viennent appuyer l'explication 
donnée à la section précédente concernant la réponse positive à I'Oil-Red-0 à ce stade de la 
différenciation . La présence d ' OT réduit la régulation à la hausse de PPARy sans toutefois inhiber 
complètement l'expression du gène. La réduction du gène est particulièrement importante au jour 
17+20, montrant une inhibition de l'ordre de 70% par rapport à la différenciation adipogénique en 
absence d ' OT. Ce niveau d ' inhibition est similaire à celui obtenu par coloration à l'Oil-Red-0. 
Les niveaux d'expression de l' ARNm du transporteur lipidique membranaire aP2 (aussi appelé 
« FABP 4 »)sont montrés dans la figure 3.3 . Comme pour PPARy, aP2 est régulé à la hausse dans les 
cu ltures exposées à lns et T3, en absence d 'OT. Une tendance est observée, soit l'obtention des bandes 
moins intenses en présence d'OT, mais la compilation des résultats d'études indépendantes indiquent 
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Figure 3.2 Expression de PPARy dans les cultures cellulaires P19 différenciées en adipocytes. Les 
cellules ont été soumises au protocole de différenciation adipogénique en absence(-/-) et en présence 
(-/+) de 10'7 M OT durant la période de maturation. Les résultats RT-PCR sont normalisés par la 
mesure du niveau d'expression du 18S. Des gels d'agarose 1,5% sont montrés pour une expérience et 
les valeurs densitométriques (moyennes ± écarts moyens) sont rapportées pour 3 études indépendantes . 
*, P < 0,05 par rapport à la condition sans OT. 
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Figure 3.3 Expression d'aP2 dans les cultures cellulaires P19 différenciées en adipocytes. Les 
cellules ont été soumises au protocole de différenciation adipogénique en absence(-/-) et en présence 
(-/+) de 10"7 M OT durant la période de maturation. Les résultats RT-PCR sont normalisés par la 
mesure du niveau d ' expression du 18S. Des gels d ' agarose 1,5% sont montrés pour une expérience et 
les valeurs densitométriques (moyennes ± écarts moyens) sont rapportées pour 3 études indépendantes. 
*, P < 0,05 par rapport à la condition sans OT. 
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une baisse non significative statistiquement au dernier jour d'observation bien que la diminution soit 
significative au jour 17+10. L'expression d ' aP2, contrairement à l' examen morphologique, la 
coloration à l'Oil-Red-0 et l'expression de PPARy, ne permet pas de mettre en évidence une action 
inhibitrice de OT sur l'adipogenèse. Ce fait sera abordé dans la Discussion. 
3 .1 .3 Génération d'adipocytes à partir des cellules souches adultes (MSC) 
Des études exploratoires (n=l) ont été réalisées pour évaluer dans quelle mesure l'effet inhibiteur 
de l' OT sur l'adipogenèse s'applique à des cellules souches embryonnaires seulement ou à d'autres 
types de cellules souches. Cet aspect a été étudié en utilisant les cellules souches mésenchymateuses 
(MSC) de la moelle osseuse de rat. 
Les MSC ont une prépondérance à se différencier en adipocytes lorsque cultivées en présence 
d ' Ins, de Dex et d ' IBMX (Miki et al. , 2001). La figure 3.4A montre des MSC au jour 15 d ' une 
différenciation adipogénique réalisée en absence et en présence d 'OT. Des accumulations de corps 
graisseux sont visibles dans les cellules (flèches) . La coloration à 1 'Oil-Red-0, montrée à la figure 
3.48, permet de confirmer la présence d 'adipocytes dans ces cultures. La quantification de l'Oi l-Red-
0 par colorimétrie montre qu'en présence d 'OT, il y a 50% moins de triglycérides dans les cultures 
adipogéniques. OTa donc un effet inhibiteur sur 1 'adipogenèse de cellules souches somatiques en plus 
de cellules souches de type embryonnaire. 
3.2 Les cellules P 19 génèrent des cardiomyocytes lorsque traitées avec 1' AR, l'lns et T3 
3.2.1 Présence de cellules battantes dans la différenciation adipogénique 
Le protocole de différenciation des cellules souches embryonnaires en adipocytes implique 
l' utilisation de l'AR et de T3 , deux facteurs qui, ont aussi des propriétés cardiomyogéniques (Rudnicki 
et McBumey, 1987; Rodriguez et al. , 1994). De plus, la présence de myocytes fut rapportée dans ces 
cultures soumises à une différenciation adipogénique (Dani, 1999). Il est possible d 'observer des 
cellules battantes ayant la forme de myofibres, suite à l'utilisation de ce protocole sur les cellules P19. 
Il est possible d 'introduire l'OT dans l' une, l'autre ou les deux étapes du protocole adipogénique. Une 
étude a exploré dans quelle mesure le moment d'introduction de l' OT pouvait influencer le rendement 
cardiomyogénique, lequel a été évalué qualitativement par la présence de colonies battantes. Les 
résultats sont résumés dans le tableau 3.1. Les conditions du protocole de référence (AR 1 Ins + T3) 
génèrent des colonies battantes visibles dans plusieurs champs microscopiques; l'ajout d'OT durant la 
période post-agrégation 1 maturation a semblé augmenter ce rendement. Le remplacement de l' AR par 
10'7 M d'OT amène une diminution du nombre de colonies battantes, lesquelles conservent tout de 
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Figure 3.4 Différenciation des MSC en adipocytes. Des cellules ont été soumises au protocole de 
différenciation adipogénique en absence et en présence de 10·7 M d'OT. (A) Photographie (1 OOX) prise 
au jour 15. Les flèches identifient des cellules avec inclusions lipidiques. (B) Coloration à l'Oil-Red-0 
au même jour. (C) Dosage de la coloration à l' Oil-Red-0. (n= l) 
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même la forme de myofibres. Le maintien d 'OT durant la période post-agrégation n'a pas d'influence 
apparente sur ce rendement. La combinaison de 1 'OT et 1 'AR durant la période d'agrégation ne génère 
que peu de colonies battantes et ce rendement demeure à peu près le même qu 'i l y ait ou non de l'OT 
dans le milieu de maturation. Dans ces deux cas aussi, les colonies battantes ont la forme de fibres . 
Bien qu'un nombre de colonies battantes relativement élevé semble être observé dans certains cas, il 
ne dépasse pas 10-20% du nombre de cellules totales. Il pourrait y avoir des colonies de cellules 
battantes sous forme d 'îlots dans les cultures adipogéniques; ces colonies arrondies seraient difficiles à 
distinguer à cause de la relative abondance de myofibres battantes. 
Tableau 3.1 Rendements cardiomyogéniques de différents protocoles adipogéniques 
Agents durant 1 'agrégation Agents post-agrégation Colonies battantes 
AR lns et T3 ++++ 
AR 
OT 
OT 
ARetOT 
ARetOT 
lns, T3 et OT 
lns et T3 
lns, T3 et OT 
lns et T3 
lns, T3 et OT 
+++++ 
++ 
++ 
+ 
+ 
Les cellules P 19 ont été soumises à différentes variantes du protocole adipogénique et 
l'apparition de colonies de cellules battantes fut évaluée par observation au microscope 
(1 OOX). AR: acide rétinoïque, OT: ocytocine, Lns : insuline, et T3 : triiodothyronine. 
3.2.2 Expression des marqueurs cardiaques GATA4 et Tpnl cardiaque dans le protocole adipogénique 
La présence de cardiomyocytes dans les cultures adipogéniques a aussi été évaluée par analyse RT-
PCR de deux marqueurs cardiaques, GA TA4 et TpnJ cardiaque. Ces analyses ont été réalisées pour les 
deux conditions du protocole adipogénique qui ont généré le plus de colonies de cellules battantes, 
soient AR lins + T3 et AR 1 Ins + T3 + OT. La figure 3.5 montre la présence de 1 'ARNm du facteur de 
transcription cardiaque GAT A4 dans les cultures P 19 soumises au protocole adipogénique en absence 
d'OT. Son expression diminue continuellement du jour 17+5 au jour 17+20. La réduction est moins 
importante en présence de 1 o·7 M d'OT dans le milieu de maturation adipogénique. La comparaison de 
l'intensité des bandes en absence et en présence d 'OT montre une augmentation de GATA4 de l'ordre 
de 40% en présence d'OT tant au jour 17+ 10 qu'au jour 17+20 (figure 3.5). Cette augmentation n'est 
cependant pas significative. 
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Figure 3.5 Expression de GAT A4 dans les cultures cellulaires P19 différenciées en adipocytes. 
Les cellules ont été soumises au protocole de différenciation adipogénique en absence (-/-) et en 
présence(-/+) de 10-7M OT durant la période de maturation. Les résultats RT-PCR sont normalisés par 
la mesure du niveau d'expression du 18S. Des gels d'agarose 1,5% sont montrés pour une expérience 
et les valeurs densitométriques (moyennes ± écarts moyens) sont rapportées pour 3 études 
indépendantes. L'ajout d' OT n'a pas d'incidence statistiquement significative sur l'expression de 
GATA4. 
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La figure 3.6 montre les analyses RT-PCR pour I'ARNm de la troponine I cardiaque, un marqueur 
de cardiomyocytes développés. En absence d'OT dans le milieu de maturation adipogénique, Tpnl est 
détectée dans les cultures durant la période post-agrégation et son expression demeure constante du 
jour 17+5 au jour 17+20 (p > 0,05) . Par contre, en présence de 10-7 M d ' OT dans le milieu de 
maturation adipogénique on observe une augmentation de l'i ntensité des bandes aux jours 17+ 10 et 
17+20. De plus, l' expression de la Tpnl cardiaque en présence d' OT augmente du jour 17+5 au jour 
17+20. Au jour 17+20, le niveau est environ 3 fois plus élevé en présence qu ' en absence d 'OT. 
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Figure 3.6 Expression de la Tpnl cardiaque dans les cultures cellulaires Pl9 différenciées en 
adipocytes. Les cellules ont été soumises au protocole de différenciation adipogénique en absence(-/-) 
et en présence (-/+) de 10'7 M OT durant la période de maturation. Les résultats RT-PCR sont 
normalisés par la mesure du niveau d 'expression du 1 8S. Des gels d'agarose 1,5% sont montrés pour 
une expérience et les valeurs densitométriques (moyennes ± écarts moyens) sont rapportées pour 3 
études indépendantes. *, P < 0,05 . 
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3.3 Différenciation des cellules P 19 en ostéocytes 
L'OT ayant un effet inhibiteur sur l'adipogénèse et favorisant la cardiomyogénèse, son effet sur 
une autre différenciation mésodermique, la différenciation en ostéocytes, a été analysé dans une étude 
exploratoire. 
3.3.1 Génération d'ostéocytes P19 
Les cellules P19 ont été soumises à un protocole ostéogénique qui ressemble au protocole 
adipogénique sauf que l' acide ascorbique et le ~-glycérophosphate remplacent l' Ins et la T3 durant la 
période post-agrégative. L' influence de l'ajout d 'OT après l' agrégation a aussi été évaluée. Les 
cultures ont été analysées par la coloration van Kossa, qui marque la minéralisation de la matrice 
osseuse (Heino et al. , 2004). La figure 3.7 A montre la morphologie des cellules Pl9 au jour 15+ 15 de 
la différenciation, et en absence et en présence de 1 o·7 M d ' OT dans le milieu de maturation. La figure 
3.78 montre des sites de minéralisation de la matrice, plus nombreux en absence qu 'en présence d 'OT 
dans le milieu de maturation. Afm de quantifier l'influence de l'OT sur la différenciation en 
ostéocytes, l'activité de la phosphatase alcaline (PA) fut analysée. La figure 3.7C montre le profil 
temporel du niveau d'activité de la PA des jours J7+5 à J7+ l5 . En absence d'OT, l' activité 
enzymatique augmente de façon importante de J7+5 à J7+ 10, puis continue à augmenter jusqu 'à 
J7+ 15. Ces résultats sont similaires à ceux de la littérature (Lennon et al. , 2001). OT diminue cette 
régulation à la hausse de l'activité enzymatique. Tout comme dans la différenciation des cellules P19 
et des MSC en adipocytes, la présence d'OT dans le milieu de maturation inhibe de façon importante 
bien que non complète la différenciation des P 19 en ostéocytes. Par contre, la différenciation des MSC 
en ostéocytes ne montre pas de différence d 'expression de la PA en présence d 'OT dans le milieu de 
différenciation (voir appendice 8). 
3.3 .2 Génération de cardiomyocytes et d ' adipocytes dans les cultures d ' osté.ocytes P 19 
La figure 3.8A montre la présence de cellules battantes, sous la forme de myofibres dans les 
cultures de cellules Pl9 différenciées en ostéocytes. Bien que le nombre de cardiomyocytes soit, selon 
une évaluation visuelle, très faible, il est tout de même intéressant d 'apercevoir des fibres battantes 
puisque la différenciation en ostéocytes n' implique pas l' utilisation de T3 . Le protocole ostéogénique 
génère aussi des adipocytes (figure 3 .88) en faible quantité. Des myofibres de même que des 
adipocytes sont aussi présents dans les cultures ostéogéniques en présence d 'OT dans le milieu de 
maturation (non montré). Par contre, la différenciation des MSC en ostéocytes ne permet pas 
d'apercevoir d'adipocyte et de cardiomyocyte dans les cultures. Les conditions ostéogéniques sont 
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Figure 3.7 Différenciation des cellules P19 en ostéocytes. Des cellules Pl9 ont été cultivées en 
agrégats suspendus pendant 7 jours (2 jours en gouttes pendantes sans agent inducteur + 3 jours en 
grand volume en présence de 10·6 Md ' AR + 2 jours en grand volume en absence d ' inducteur), puis en 
culture adhérée en présence des agents ostéogéniq ues acide ascorb ique (Ac. Asc) et ~ ­
glycérophosphate (~-GP). L'OT (10-7 M) a été ajouté ou non durant la période post-agrégation 1 
maturation. (A) Photographie (l OOX) des cellules Pl9 au jour 20 post-agrégation . (B) Photographie 
(lOOX) des cultures de même jour suite à une co loration van Kossa. (C) Graphique de l' activité de la 
phosphatase alcaline. Les valeurs sont corrigées par la coloration au cristal vio let pour tenir compte de 
la quantité totale de cellules. *, P < 0,05 par rapport à la condition AR 1 Ac. Asc + ~-GP pour des 
mesures effectuées en triplicata (moyennes ± écarts moyens) sur une étude de différenciation. 
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A 
B 
Figure 3.8 Présence d 'autres types cellulaires dans les cultures de cellules P19 différenciées en 
ostéocytes. (A) Photographie (lOOX) de cellules P19 en 17+20 de différenciation en ostéocytes sans 
ajout d'OT montrant la présence de cellules battantes(_.). (B) Photographie (IOOX) de cellules P19 
en 17+20 de différenciation en ostéocytes sans ajout d'OT montrant la présence d'adipocytes (_. ). 
Les battements peuvent être vus sur le CD-ROM annexé. 
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donc capables de générer divers types cellulaires dérivés du feuillet mésodermique, incluant des 
cardiomyocytes et des adipocytes. On note que le facteur d'induction est le même pour la 
différenciation adipogénique et ostéogénique des P19 soit l'AR à la concentration de 10-6 M. 
3.4 Rendement cardiomyogénique des protocoles cardiomyogéniques et adipogéniques 
Compte tenu de la génération de cellules battantes lors de la différenciation adipogénique, il 
devenait très pertinent de comparer le rendement cardiomyogénique du protocole adipocytaire et du 
protocole cardiaque « classique ». D'autre part, comme l'agrégation est initiée en large volume de 
milieu dans le protocole cardiomyogénique « classique » et en gouttes pendantes dans le protocole 
adipogénique, la comparaison a englobé aussi un troisième protocole, soit le protocole 
cardiomyogénique avec gouttes pendantes. Au total, trois études indépendantes ont été réalisées 
comprenant à chaque fois l' utilisation des trois différents protocoles et, pour chacun, l' ajout ou non de 
1 o-7 M d'OT dans le milieu de maturation post-agrégation. De plus, chaque protocole avait sa culture 
témoin non-induite, c'est-à-dire sans agent inducteur, sans agent de maturation et sans OT. Toutes les 
cultures ont été réparties dans des plaques tissulaires de 24 puits et menées jusqu ' à jour 20 post-
agrégation. 
3.4.1 Génération de cellules battantes 
L 'équipe du laboratoire du Dre Paquin démontra en 2002 qu ' il était possible de différencier les 
cellules P19 en cardiomyocytes en utilisant l'OT (10-7 M) comme facteur d'induction; le protocole 
utilisé alors est appelé protocole de différenciation cardiaque «classique ». Différentes variantes de ce 
protocoles ont été réalisées dans le but d' améliorer les rendements de différenciation en 
cardiomyocytes. En premier lieu, le temps de maturation a été augmenté passant de 10 jours (14+ 1 0) à 
20 jours (14+20). Les résultats montrent que le nombre de cellules battantes observables au microscope 
atteint un plateau au jour 14+ 14 et demeure au même niveau jusqu'à 14+20 (figure 3.9A). En second 
lieu, 1 o-7 M d'OTa été ajouté aussi au milieu de maturation afin de voir si cette dernière pouvait avoir 
un effet post-agrégation. La figure 3.9A montre qu'en présence d'OT, le plateau de colonies battantes 
est atteint un peu plus rapidement, soit au jour 14+ 1 O. Étonnamment, des colonies battantes peuvent 
être observées dans les séries cellulaires non-induites, un résultat différent de celui rapporté par Paquin 
et al (2002) . Ce résultat sera discuté plus loin. [) demeure que le nombre ·de puits contenant des 
colonies battantes est plus petit (50%) dans les séries non-induites que dans les séries induites. 
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Figure 3.9 Profil temporel de l'apparition de cellules battantes dans les protocoles 
cardiomyogéniques et adipogéniques. Les cellules P19 ont été soumises aux protocoles de 
différenciation suivants : cardiomyogénique « classique » (A), cardiomyogénique par gouttes 
pendantes (8) et adipogénique (C). Pour chaque protocole, la courbe des o est celle du protocole de 
base, la courbe des 0 est celle du protocole avec ajout d' OT durant la période post-agrégation, et la 
courbe des !:.>. est celle du protocole sans aucun agent de traitement (culture non-induite). Toutes les 
cu ltures ont été menées jusqu'au jour 20 post-agrégation. Le jour de différenciation est exprimé sous 
forme Jb+t où b représente le nombre de jour de culture en suspension (pétri bactériologique) et t, le 
nombre de jours de culture en adhésion (pétri tissulaire). À la fin de 1 ' agrégation, les cellules de chaque 
cu lture ont été distribuées dans une plaque tissu laire de 24 puits et examinées tous les deux jours pour 
comptabiliser le nombre de puits contenant des colon ies battantes. De plus, une photographie (JOOX) 
montre ( ..... ) la présence de cellules battantes dans les cultures en jorn- Jb+20 de différenciation. Les 
battements peuvent être vus sur le CD-ROM annexé. 
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La technique des gouttes pendantes, procédure généralement utilisée pour la différenciation des 
cellules souches embryonnaires, a été utilisée pour les deux premiers jours d' induction avec I'OT afm 
de déterminer l'effet de la proximité cellulaire. La figure 3.9B montre que le nombre de puits avec des 
colonies battantes est élevé dès les premiers jours post-agrégation et le plateau est atteint plus 
rapidement que dans le protocole cardiomyogénique «classique » soit au jour J4+4 en absence d 'OT et 
au jour J4+ 10 en présence d 'OT dans le milieu de maturation. Corrune pour le protocole classique, 
beaucoup de cellules battantes peuvent être observées même en absence d'agent inducteur, atteignant 
un maximum au jour J4+ 10. 
Tel que démontré précédemment, la différenciation adipogénique permet d'obtenir des cellules 
battantes. Ces cellules apparaissent à 17+10 en présence d 'OT dans le milieu de maturation et à 17+12 
en absence d'OT (figure 3 .9C). Les cellules battantes observées adoptent la forme de myofibres, 
contrairement aux colonies battantes observées dans la différenciation « classique» et avec gouttes 
pendantes qui ont la forme d'îlots arrondis (figure 3.9). Des colonies battantes ont été observées dans 
les cultures non-induites, mais en quantité moindre que dans les protocoles cardiomyogéniques et sous 
la forme d'îlots arrondis. La technique de quantification utilisée a ses limites. Ainsi un puits est 
qualifié positif s'il contient une comme plusieurs colonies battantes. Par contre, la chance de détecter 
une colonie battante augmente avec l'augmentation du nombre de colonies. 
3.4.2 Analyse par RT-PCR de la Tpni cardiaque 
L'analyse du rendement cardiomyogénique a été complémentée par mesure RT-PCR du gène de la 
Tpnl cardiaque. L'ARNm est fortement exprimé dans les cellules Pl9 non différenciées, malgré 
l'absence de cellules battantes (figure 3.1 0). Une expression de l' ARNm de la Tpnl cardiaque dans les 
cellules Pl9 indifférenciées fut montrée par l'équipe du Dr Lim (Choi et al. , 2004). La figure 3.10 
montre une expression similaire de l' ARNm aux jours 10 et 20 post-agrégation dans les cultures non-
induites de tous les protocoles, ce qui s'accorde avec la génération spontanée de cellules battantes dans 
ces cultures (figure 3 .9). Dans les protocoles de base cardiaque « classique » et cardiaque avec gouttes 
pendantes, OT est utilisé comme agent inducteur durant l'agrégation. L ' induction avec OT n'augmente 
pas l'expression de la Tpnl comparativement aux cultures non-induites malgré le nombre plus élevé de 
colonies battantes. Par contre, si le traitement avec OT est maintenu aussi durant la période de 
maturation, on observe une augmentation de l' expression de la Tpnl de 1,4 à 2 fois par rapport au 
protocole de base. Une telle augmentation est visible 20 jours post-agrégation mais non 10 jours 
suivant l' agrégation. Les profils d 'express ion des protocoles cardiaques «classique » et cardiaques 
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Figure 3.10 Comparaison de l'expression génique de la Tpnl cardiaque dans les protocoles 
cardiomyogéniques et adipogéniques. Les cellules Pl9 ont été soumises aux protocoles de 
différenciation cardiaque « classique », cardiaque avec gouttes pendantes et adipogénique. Pour 
chaque protocole, il y avait une série de cellules non-induites (NI : D ), une série traitée selon le 
protocole de base ( ~ ) et une série traitée selon le protocole de base et exposée à l 'OT durant la 
période post-agrégation ( Ei1 ). Le niveau d'expression des cellules non différenciées (ND) est aussi 
montré. Des gels d ' agarose 1,5% sont montrés pour une expérience et les valeurs densitométriques 
(moyennes ± écarts moyens de 3 études) ont été normalisées relativement au signal de l' ARN l8S. **, 
P < O,Ol 
ND 
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avec gouttes pendantes sont similaires lorsque de l' OT est ajoutée au milieu de maturation. Les 
niveaux d'expression de la Tpnl dans le protocole adipogénique ressemble à ceux des deux protocoles 
cardiomyogéniques sauf que l'addition d'OT post-agrégation demeure sans influence. L'OT fut 
démontrée comme étant cardiomyogénique dans les cellules Pl9 lorsqu ' utilisée comme facteur de 
différenciation durant la période d'agrégation (Paquin et al, 2002). Les résultats de cette étude 
montrent que le maintien d'OT pendant la période post-agrégation augmente le rendement 
cardiomyogénique. 
Aftn de vérifier si la même chose est observée au niveau protéique, une immunoprécipitation suivie 
d'une analyse par immunobuvardage de la Tpnl cardiaque a été réalisée pour une étude. 
L'immunoprécipitation de la protéine fut effectuée puisque le niveau d'expression de la Tpnl 
cardiaque dans les cultures est trop faible pour être détectée sans immunoprécipitation. Parce que 
l'expérience n 'a été réalisée qu 'une fois , des conclusions quantitatives sur les rendements 
cardiomyogéniques sont prématurées. La figure 3.11 montre toutefois la présence de la sous-unité I (29 
kDa) de la troponine dans l'ensemble des protocoles cardiomyogéniques et adipogéniques utilisés. De 
plus, la protéine est aussi fortement exprimée dans les cellules P 19 non-différenciées (ND). 
3.5 Rendement adipogénique des protocoles cardiomyogénjques et adipogéniques 
Puisqu ' il est possible de générer des cardiomyocytes dans les conditions adipogéniques, des 
adipocytes pourraient être obtenus dans des conditions cardiomyogéniques. Les différentes versions 
des trois protocoles de différenciations ont été examinées pour le rendement en adipocytes en utilisant 
la coloration à l'Oil-Red-0. Morphologiquement, il n'y a aucune cellule exhibant des inclusions 
lipidiques dans les différentes versions des deux protocoles cardiomyogéniques (figure 3, 12A et B). 
Au contraire, de telles cellules sont générées dans le protocole de base adipogénique (figure 3.12C) et 
sont fortement colorées à l'Oil-Red-0 (figure 3.12F). Une faible intensité de coloration à l'Oil-Red-0 
confirme l' absence de cellules au phénotype adipocytaire dans les différenciations cardiaques (figure 
3.4D et E). En fait, la coloration rougeâtre n'est observable que dans les zones de fortes densités 
cellulaires; elle serait retenue non-spécifiquement dans ces zones parce que difficilement délogeable 
par les lavages. 
Une quantification de la coloration a aussi été faite à deux temps de la différenciation et les 
mesures ont été normalisées par celles de la coloration au cristal violet pour corriger d 'éventuelles 
différences dans le nombre de cellules entre les cultures. Cependant, ces différences se sont révélées 
non significatives (données non montrées). La figure 3.12G montre une coloration de base (non-
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Figure 3.11 Immunodétection de la Tpnl dans les cultures Pl9. La Tpnl, immunoprécipitée 
d 'extraits cellulaires, a été analysée par SDS-PAGE et buvardage Western. Les extraits ont été obtenus 
de cellules non-différenciées (ND) et de cellules à 120 post-agrégation pour les protocoles de 
différenciation adipogénique, cardiaque « classique » et cardiaque avec gouttes pendantes. Pour 
chaque protocole, les résultats sont montrés pour la version non-induite (piste 1), la version de base 
(piste 2) et la version de base avec ajout d'OT pendant la période de maturation (piste 3). Les bandes 
de la TpnJ et des chaines lourde et légère de l'anticorps utilisé pour l'irnmunoprécipitation sont 
identifiées. 
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Figure 3.12 Rendement adipogénique des différenciations des cellules P19. Les ce llules Pl9 ont 
été soumises aux protocoles de différenciation cardiaque « classique » (A, D), cardiaque avec gouttes 
pendantes (B, E) et adipogénique (C, F). (A à C) Photographies normales (lOOX) et (D à F) après 
coloration à l'Oil-Red-0 de cultures au jour 20 post-agrégation. (G) Quantification de la coloration à 
I'Oil-Red-0 pour les différentes versions de chaque protocole : sans inducteur ( 0 ), protocole de base 
( ~ ) et protocole de base avec ajout d 'OT post-agrégation ( ~ ). Les valeurs, corrigées par la 
coloration au cristal violet pour tenir compte de la quantité totale de cellules, sont exprimées sous 
forme de moyennes ± écarts moyens pour 3 études indépendantes.**, P < 0,01 par rapport à NI. 
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spécifique) dans tous les protocoles sauf dans le protocole adipogénique, confmnant les observations 
morphologiques. 
Contrairement à ce qui a été observé dans les études présentées au début du chapitre (figures 3.1 à 
3.8), ici, l'OT n'a pas d'effet inhibiteur significatif sur la génération d ' adipocytes dans le traitement 
adipogénique. Les résultats contradictoires seraient peut-être dus au choix du sérum de culture. En 
effet, toutes les études de différenciation des sections 3.1 à 3.3 ont été réalisées avec un FBS inactivé à 
la chaleur alors que les études des sections 3.4 et 3.5 ont été réalisées avec un FBS non inactivé à la 
chaleur. Ce dernier FBS avait été sélectionné pour sa capacité à générer plus de cardiomyocytes avec 
le protocole cardiaque utilisant le DMSO. Un test de l'effet de ce FBS non-inactivé sur les cellules 
non-induites n'ayant pas été mené parallèlement; il se pourrait que la non-inactivation du sérum 
explique la différenciation spontanée des cellules non-induites en plus d'expliquer l'absence d'effet 
d 'OT sur l' adipogénèse. Autrement, des lots variés de cellules ont été utilisés pour toutes les sections 
du travail , et les lots des milieux de cultures et ceux des agents inducteurs ont été les mêmes. 
3.6 Études exploratoires de l'expression de l' antigène de l'état non-différencié SSEA-1 
3.6.1 Expression de SSEA-1 par les cultures P 19 indifférenciées 
La différenciation des cellules P 19 en cardiomyocytes ne permet pas d 'obtenir de très bons 
rendements en cellules battantes, au plus 20% de toutes les cellules adoptent le phénotype 
cardiomyocyte. Pour améliorer ce rendement, une purification réalisée de façon précoce durant la 
différenciation pourrait être effectuée. En effet, s'il reste des cellules indifférenciées après traitement 
avec des facteurs ou conditions morphogéniques, ces cellules continuent de proliférer à un rythme plus 
soutenu que les cellules différenciées et envahissent les cultures . 
L'antigène de surface SSEA-1 est reconnu pour indiquer l' état indifférencié des cellules P 19 et 
pourrait être utilisé pour séparer les cellules différenciées des cellules indifférenciées dans un triage 
immunochirnique basé sur la sélection positive de cellules SSEA-1 +. Le SSEA-1 présente un avantage 
pratique sur d'autres marqueurs de la surface cellulaire; en effet, il résiste à la trypsine de par sa nature 
glycolipidique. L'expression de SSEA-1 dans les cellules indifférenciées a d ' abord été évaluée par 
microscopie d'immunocytofluorescence. La figure 3.13A présente deux couleurs de fluorescence: le 
rouge, provenant des molécules d'iodure de propidium intercalées entre les bases de l'ADN cellulaire, 
permet de détecter toutes les cellules et le vert, provenant de la fluorescence de l'anticorps secondaire, 
permet de détecter les cellules SSEA-1 +. Les résultats montrent qu'une forte proportion des cellules 
expriment SSEA-1 bien que l'expression varie d'une cellule à l' autre. Un tout petit nombre de cellules 
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(marquées par une flèche) n'expriment pas ce marqueur de surface. Des résultats similaires ont été 
obtenus en F ACS (figures 3.138 etC). 
La capacité du système MACS à retenir les cellules SSEA-1 + a ensuite été évaluée. Les résultats de 
trois études indépendantes montrent que Il % des 5 millions de cellules de départ s'est retrouvé dans la 
fraction non retenue suite à deux passages consécutifs sur la colonne (figure 3.13C), un pourcentage de 
cellules SSEA- r qui s'accorde avec ceux estimés par cytochirnie et cytométrie de flux . Les cellules 
retenues ont été par la suite éluées puis remises en culture afin de s'assurer de leur viabilité et de leur 
capacité de prolifération. Toutes les cellules ont adhéré et ont proliféré normalement. Les résultats 
laissent penser qu ' il serait possible de dépléter sévèrement, si ce n 'est pas à 100%, les cultures Pl9 de 
leurs membres indifférenciés. 
3.6.2 Expression de SSEA-1 par les agrégats 
La figure 3.14 illustre la distribution de l'antigène SSEA-1 dans les agrégats de jour 7 en fonction 
de l' inducteur utilisé lors de l'agrégation . Alors que 88% des cellules indifférenciées et non soumises à 
l'agrégation (figure 3. 13B) expriment l'antigène SSEA-1, il ne reste que 7% de cellules positives après 
7 jours d'agrégation en présence de 10·6 M d 'AR (figure 3.14A). Par contre, lorsque 10·7 M d 'OT est 
utilisé comme facteur d'induction durant l'agrégation, le nombre de cellules SSEA-1 + est de 20%. Fait 
intéressant, lorsqu 'aucun inducteur n'est ajouté durant 1 ' agrégation, seulement 18% des cellules 
possèdent encore le marqueur de non-différenciation. L'agrégation elle-même a donc une influence sur 
l'expression de l' antigène SSEA-1 , un résultat qui s'accorde avec l'observation d'une différenciation 
spontanée dans cette condition. La moyenne géométrique de SSEA-1 après les différents traitements 
montre que l'absence d ' inducteur (non-induit, NI) et l'induction avec l'AR ou I'OT ont une 
distribution de l'antigène similaire au niveau de la population cellulaire en entier. 
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Figure 3.13 Expression du marqueur de non-différenciation SSEA-1 par les cellu les P19 
indifférenciées. (A) Fluoromicrographie (320X) de cel lules colorées à l' iodure de propidium (rouge) 
et marquées immunochirniquement à la fluoresceine (vert) pour 1 'antigène SSEA- 1. (B) Profil d ' une 
étude de SSEA- 1 au FACS où la courbe en mauve représente la fluorescence basale des cellules, la 
courbe verte le témoin négatif (marquage avec seulement l 'Ac II) et la courbe rose les cellules SSEA-
1 +. (C) Résumé d 'études indépendantes évaluant la proportion de cellules SSEA-1 + dans les cultures. 
F ACS, cytométrie de flux ; MACS, triage irnmunomagnétique positif. 
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Figure 3.14 Analyse de SSEA-1 par FACS. Analyse de la présence de SSEA-1 sur les cellules P19 
agrégées pendant sept jours en absence d'inducteur (NI) ou en présence d ' acide rétinoïque 10-6 M (AR) 
ou d'ocytocine 10-7 M (OT). (A) Graphique montrant la fluorescence pour 10 000 événements où le pic 
à surface blanche représente la fluorescence basale des cellules et le pic à surface ombrée les cellules 
positives pour SSEA-1. (B) Graphique montrant la moyenne géométrique des différentes inductions, le 
témoin représente la fluorescence basale des cellules. 
CHAPITRE IV 
DISCUSSION 
Depuis quelques années, la littérature scientifique s'accorde pour dire que des cellules souches sont 
retrouvées dans la quasi-totalité des organes composant l' être humain. La présence de ces cellules 
permettrait le maintien et la régénération cellulaire de 1 'organe. Le cœur ne déroge pas à cette règle et 
possède aussi un réservoir de cellules souches pouvant être différenciées en cardiomyocytes (Beltrami 
et al. , 2003 ; Matsuura et al. , 2004). Toutefois, les cellules cardiaques pourraient être en nombre 
insuffisant pour permettre la recellularisation de la partie nécrosée du cœur ayant subi un infarctus 
(Kajstura et al., 1 998) . Afin de venir en aide aux cellules souches du cœur, les chercheurs ont pensé 
implanter des cellules souches embryonnaires ou adultes dans la région nécrosée du muscle cardiaque. 
L ' implantation de cellules souches indifférenciées, tant embryonnaires qu'adultes a été envisagée. 
L ' utilisation des cellules souches embryonnaires est associée à un risque de création de 
tératocarcinome. Les cellules souches adultes indifférenciées ne seraient pas non plus tout à fait 
inoffensives puisque des recherches ont récemment montré que les MSC ont tendance à se diriger vers 
les tumeurs en progression pour y favoriser l'angiogénèse (Sun et al., 2005; Udani et al. , 2005). Une 
pré-différenciation de cellules souches en cardiomyocytes avant l' implantation pourrait dirnjnuer le 
risque de formation de tumeur tout en promouvant un recouvrement de la fonction cardiaque. 
Cependant le taux de cellules différenciées en cardiomyocytes dans les cultures est faible. 
Des efforts sont investis pour différencier, avec un rendement élevé; les cellules souches en 
cardiomyocytes. Dans cette optique, nous avons utilisé le modèle de cellules souches embryonnaires 
Pl9. Des travaux antérieurs avaient montré que I'OT a une action cardiomyogénique dans le modèle 
P 19 et une action anti-adipogénique sur une lignée cellulaire pré-adipocytaire (3T3). Le présent travail 
a utilisé le modèle P 19 pour étudier la différenciation adipogénique, les adipocytes étant dérivés du 
même feuillet embryonnaire que les cardiomyocytes : le mésoderme. Suite à des modifications du 
protocole adipogénique par l' ajout d 'OT, nous avons évalué le potentiel cardiomyogénique de cette 
différenciation . 
Les principaux résultats présentés dans ce travail sont : 
1- Les cellules de carcinome embryonnaire P 19 sont capables de différenciation en 
adipocytes et apparemment aussi en ostéocytes . 
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2- En plus de générer le phénotype cellulaire attendu, les protocoles adipogéniques et 
ostéogéniques génèrent aussi des colonies de cellules musculaires battantes et le 
protocole ostéogénique donne naissance à des adipocytes. 
3- Dans les cultures P19, l'OT ajoutée à l'Ins et la T3 dans le milieu de maturation 
adipogénique réduit le rendement en adipocytes sans aucune diminution sur le rendement 
en cellules battantes . L'OT réduit aussi l' adipogénèse des MSC mais ne génère pas de 
cellules battantes. L ' action anti-adipogénique de l'OT pourrait être dépendante du sérum 
et se manifesterait apparemment si la culture se fait dans un sérum inactivé à la chaleur. 
4- L'expression génique de la Tpnl cardiaque ne montre pas de différence entre les 
protocoles cardiomyogéniques et adipogéniques sauf dans le cas des protocoles 
cardiomyogéniques où l'OT est maintenue dans le milieu de culture après la période 
d'agrégation. Il est donc avantageux de prolonger le traitement des cellules avec l'OT. 
4.1 Génération d ' adipocytes 
Les résultats obtenus quant à la différenciation adipogénique sont divisés en deux groupes : le 
premier groupe où les cultures furent réalisées avec un sérum inactivé à la chaleur (sections 3.1 à 3 .3) 
et le second groupe où le sérum ne fut pas inactivé à la cha leur (sections 3.4 et 3.5). En ce qui concerne 
les différenciations du premier groupe, la figure 3.1 A montre que les cellules souches embryonnaires 
P19 peuvent être différenciées en cellules de phénotype adipocytaire montrant la présence d ' inclusions 
lipidiques pouvant être colorées à l' Oil-Red-0 (figure 3.1C) et exprimant les ARNm de PPARy (figure 
3 .2) et aP2 (figure 3.3). Les adipocytes apparaissent suite à l'induction des cellules P19 avec 10"6 M 
d'AR lors de l' agrégation et d ' une maturation en culture adhérée en présence d ' lns et de T3 . 
L ' induction avec l'AR est essentielle à l' adipogénèse, le remplacement de l'AR par l'OT ou la 
combinaison de l' OT avec l' AR ne générant pas ou peu de cellules à inclusions lipidiques (figure 
3 .1F). Il est intéressant de noter l' effet inhibiteur de I' OT sur l'action inductrice de l'AR dans 
l' adipogénèse. L'ajout de 10·7 M d ' OT au milieu de maturation n'empêche pas la génération de 
cellules au phénotype adipocytaire (figure 3.1B et 0), mais le taux de différenciation 1 maturation 
adipogénique est inférieur d ' environ 50% à celui observé en absence d'OT, comme le montre la figure 
3.1E. L'inhibition causée par l' ajout d ' OT au milieu de maturation n'est pas uniquement due à une 
diminution du métabolisme lipidique et se situe aussi au niveau de l' expression de gènes adipocytaires 
puisqu ' une diminution d ' environ 50% de I' ARNm de PPARy est observée en présence d 'OT (figure 
3.2) . PPARy est un facteur de transcription essentiel et spécifique à l ' obtention d ' adipocytes tant in 
vitro qu'in vivo (Rosen et. al. , 1999). Une étude sur la différenciation des cellules souches 
embryonnaires a démontré que l' atténuation de PPARy par un ARN interférant inhibe la 
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différenciation en adipocytes au profit de la différenciation ostéogénique, et ce sans ajout d 'agent de 
différenciation ostéogénique (Yamashita et al., 2006). 
L'action inhibitrice de l' OT ne semble pas restreinte qu 'à la différenciation des cellules P 19 en 
adipocytes . En effet, les cellules souches adultes MSC se différencient en adipocytes lorsqu 'e lles sont 
cultivées en présence d ' lns, de Dex et d ' IBMX (Pittenger et al., 1999), et l'ajout de 10-7 M d 'OT dans 
le milieu de différenciation inhibe l'apparition du phénotype adipogénique comme le témoigne la 
réduction de 50% de la coloration à l'Oi l-Red-0 (figure 3.4). L'effet inhibiteur de l'OT a aussi été 
remarqué sur des cellules Pl9 en différenciation ostéogénique comme le montre la figure 3.7. Cette 
différenciation est similaire à la différenciation adipogénique des Pl9 mais les agents de maturation 
utilisés sont 1 'acide ascorbique et le ~-glycérophosphate. Comme dans les différenciations 
adipogéniques des Pl9 et des MSC, une inhibition de 50% d'un marqueur ostéogénique, la 
phosphatase alcaline, a été obtenue en présence d'OT dans le milieu de maturation ostéogénique. Un 
récepteur à I'OT fonctionnel fut d ' ailleurs retrouvé sur des ostéoblastes humains (Copland et al., 
1999). 
L'OT, tout comme la vasopressine, fut déjà démontrée comme inhibant l'adipogénèse sur des 
cellules fibroblastiques pré-adipocytaires de la lignée 3T3 (Wilson et Hollenberg, 1987). Malgré le fait 
que l'OT ait des effets similaires à l'lns sur les adipocytes en culture (Mirsky et Perisutti, 1962) en 
stimulant 1 'activité de la protéine kinase C (Egan et al. , 1990), elle possède aussi plusieurs effets 
contraires comme une diminution du métabolisme des phosphoinositides (Augert et Exton, 1988) ainsi 
qu'une incapacité à stimuler l'activité de la pyruvate-déshydrogénase et la lipogénèse (Ha nif et al., 
1982). 
Qu'elle soit ajoutée durant la période d'induction (agrégation) ou celle de maturation, l'OT inhibe 
1 'adipogénèse, du moins lorsque les cellules sont cultivées dans un sérum foetal inactivé à la chaleur. 
Les mécanismes de cette inhibition ne sont pas connus et cela se complique par le fait que les 
mécanismes de l' adipogénèse sont incomplètement compris. Des travaux ont souligné l'importance de 
la MAPK Erk dans l'obtention de phénotypes cellulaires adultes. Par exemple, pour l'obtention de 
neurones à partir de cellules P19, Erk doit être inactivée (i.e. non phosphorylée) dans la période 
d'agrégation (Enarsson et al., 2002) et activée (phosphorylée) dans la période post-agrégation 
(Tsujimura et al., 2001). Le contraire est observé lors de la différenciation de cellules souches 
embryonnaires en adipocytes, soit une phosphorylation de Erk dans la phase précoce et une diminution 
de la phosphorylation dans la phase tardive (Bost et al., 2002). Une inactivation de Erk est aussi 
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nécessaire dans la phase tardive de l'ostéogénèse, une autre voie de différenciation mésoderrnique. 
Considérant que dans certaines situations ou certains types cellulaires, l'OT est capable d'induire une 
phosphorylation de la MAPK Erk suite à la liaison à son récepteur (Strakova et al., 1998; Guzzi et al. , 
2002; Rimoldi et al., 2003 ; Pequeux et al. , 2004), on pourrait expliquer ainsi le rôle inhibiteur de l'OT 
sur la maturation adipogénique : si l'ajout d ' OT dans le milieu de maturation adipogénique (ou 
ostéogénique) augmente la phosphorylation de Erk, cela pourrait expliquer la diminution de l'obtention 
d' adipocytes (ou d 'ostéocytes) matures. Par contre, une induction avec l' AR est essentielle à 
l'activation de la voie de signalisation induite par PPARy (Lowell, 1999). L'AR induit l'activation de 
la MAPK Erk et cette voie de signalisation augmente l'expression de PPARy. L'effet d 'OT sur la 
phosphorylation d ' Erk pourrait être testé dans les modèles P19 et MSC. Les conditions adipogéniques 
des P 19 et des MSC ne sont pas identiques, il serait intéressant de mesurer les rendements en 
interchangeant ces conditions et les relier aux mesures de phosphorylation de Erk. 
L'effet inhibiteur de l'OT sur l'induction de l'adipogénèse par l'AR est plus difficile à expliquer en 
ne considérant qu 'Erk. En effet, l'AR induit l' activation de Erk qui mène à une stimulation de la voie 
de signalisation responsable de la régulation à la hausse de PP AR y (Lowell, 1999). En principe, l'OT 
utilisée durant l' induction adipogénique aurait une action pro-adipogénique en se basant sur sa capacité 
à activer Erk (Strakova et al. , 1998; Guzzi et al. , 2002; Rirnoldi et al. , 2003; Pequeux et al. , 2004). Ce 
n'est pas le cas. En fait, l'OT inhibe même l' action pro-adipogénique de l' AR. Des études ont toutefois 
rapporté que l'OT induisait différents patrons temporels d ' activation de Erk dépendamrnent que son 
récepteur se retrouve à l' intérieur ou à l' extérieur de microdomaines cavéolaires (Rimoldi et al., 2003). 
Les cellules P 19 expriment OTR (Paquin et al., 2002) et il serait intéressant de déterminer dans quelle 
mesure l'agrégation et l'exposition à l'AR affectent la localisation de ce récepteur. Dans la 
différenciation cardiomyogénique « classique », l'OT est ajoutée dans la période d 'agrégation et 
génère des cardiomyocytes, phénotype ne nécessitant pas la phosphorylation de Erk dans la phase 
précoce (Bost et al., 2002). On peut imaginer que l' ajout d'OT dans la période d 'agrégation ne permet 
pas la phosphorylation de Erk dû à la localisation de OTR. L'ajout d ' OT dans la période d 'agrégation, 
en même temps que l'AR ou en remplacement de l'AR, agit peut-être comme dans la différenciation 
cardiomyogénique « classique » et diminue la phosphorylation de Erk, menant à une diminution de 
l' adipogénèse mais permettant tout de même d ' obtenir des cellules battantes. Des analyses temporelles 
de la phosphorylation de Erk devront être faites pour clarifier l' importance de l' activité de cette MAPK 
dans les étapes d'induction et de maturation des différenciations effectuées dans ce travail. Des 
fenêtres temporelles existent non seulement pour Erk mais aussi pour l' AR dans la génération de 
phénotypes cellulaires différenciés . Ainsi, lorsque l'AR est ajouté dès le jour zéro de l' agrégation, la 
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production de neurones est privilégiée (Rudnicki et McBurney, 1987; Cadet et Paquin, 2000), si l' AR 
est ajouté deux jours suivant le début de l'agrégation, des types cellulaires dérivés du mésoderme sont 
plutôt obtenus (Kawaguchi et al. , 2005) . 
4 .2 Génération de cardiomyocytes avec les traitements adipogéniques 
Outre l' OT, plusieurs substances furent montrées comme étant cardiomyogéniques sur les cellules 
Pl9. Parmi celles-ci, on compte l' AR lorsqu'utilisé à la concentration de 10-7 M (Rudnicki et 
McBurney, 1987) et la T3 lorsqu'utilisée à la concentration de 30 nM (Rodriguez et al., 1994), deux 
substances aussi utilisées dans la différenciation adipogénique (Dani et al., 1997). Ce sont peut-être ces 
substances qui sont à l' origine de la présence de cardiomyocytes dans les cultures adipogéniques Pl9. 
Le phénotype cardiomyogénique est révélé par les battements des cellules et l'expression de GATA4 
et de la Tpnl cardiaque. Dans les cultures adipogéniques, les colonies battantes ont la forme de 
myofibres alors que dans les cultures cardiomyogéniques « classique », elles forment des îlots. Il est 
possible que les myofibres soient formées par la fusion de cellules de muscle squelettique entre elles 
et/ou avec des cardiomyocytes puisque le DMSO et l'OT permettent l' obtention de ces deux types de 
cellules dans les cultures Pl9 (Skerjanc et al. , 1998; Danalache et al. , 2006) et que l'OTR fut retrouvé 
sur des myoblastes humains (Breton et al. , 2002). Des analyses immunocytochimiques de myoD et de 
la myogénine pourraient confirmer la génération de cellules de muscle squelettique. Des cellules 
battantes, sous forme de myofibres, ont aussi été obtenues avec le protocole ostéogénique appliqué aux 
P19 mais aucune cellule battante ne fut observée dans les différenciations adipogéniques des MSC. 
L ' hormone T3 est connue comme augmentant la différenciation et la fusion des myoblastes dans 
l' embryon du poulet (Marchal et al., 1993; Marchal et al., 1995). Si le niveau de T3 est trop faible, une 
diminution de la masse musculaire est observée chez le poulet en développement et serait due à une 
inhibition de l' expression de la chaîne lourde de la myosine (MHC), effet pouvant être renversé par 
l'ajout de T3 à l'embryon (Gardahaut et al. , 1992). La T3 semble aussi avoir des rôles à jouer dans la 
formation du cœur en stimulant la transcription de cx.-MHC et inhibant celle de ~-MHC chez le rat et le 
lapin (Morkin, 1993) et en induisant la différenciation des cellules P 19 en cardiomyocytes (Rodriguez 
et al., 1994). Dans la différenciation des muscles squelettiques induite par T3 , l' hormonne 
thyroïdienne induit aussi la transcription de myoD suite à la formation d'un hétérodimère avec l'AR 
(Muscat et al., 1994). L'organisation en myofibres des cellules battantes dérivées des P 19 a été 
observée par une équipe de chercheurs utilisant le DMSO comme agent inducteur durant quatre jours 
d ' agrégation (Angello et al. , 2006). Les résultats de cette équipe furent obtenus avec une lignée P 19 
variante, nommée Pl9-SI, qui ne nécessite pas la présence d'agent inducteur durant la période 
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d'agrégation; ils montrent que les myofibres sont polynucléaires et positives pour la myosine 
squelettique. L ' utilisation du DMSO comme agent permettant d'obtenir des myofibres battantes 
montre que l'utilisation de T3 n'est pas essentielle à l'obtention de ce phénotype. Dans cette même 
optique, la différenciation des cellules P19 en ostéocytes, qui n' implique pas l' utilisation de T3, permet 
aussi l'obtention de cellules battantes qui ont la forme de myofibres . Il pourrait y avoir des colonies de 
ce ll ules battantes sous forme d'îlots dans les cultures adipogéniques et ostéogéniques; ces colonies 
arrondies seraient difficiles à distinguer à cause de la relative abondance des myofibres battantes. Les 
phénotypes musculaires cardiaque et squelettique n'apparaissent pas au même moment dans les 
cultures P 19; les cardiomyocytes apparaissent d ' abord, puis les squelettomyocytes (Rudnicki et 
McBurney, 1987). Dans nos cultures adipogéniques, le contraire semble se produire. De grandes fibres 
similaires aux cellules de muscle squelettique apparaissent et, par la suite, ces fibres, ou des 
cardiomyocytes à proximité, montrent des battements. Les résultats présentés dans ce mémoire ont été 
effectués avec au moins six lots de cellules de CE P 19 différents et il y a toujours eu génération de 
myofibres battantes, il ne s ' agit pas ici d ' une variante des cellules P 19. 
Dans les cultures du premier groupe (sérum inactivé à la chaleur, sections 3.1 à 3.3 inclusivement), 
l' ajout de 10·7 M d 'OT au mi lieu de maturation adipogénique semb le augmenter le nombre de cellules 
battantes (tab leau 3.1). Comme pour les adipocytes, l'emploi d'OT durant la période d'induction en 
agrégation montre une forte diminution du nombre de cellules battantes (figure 3.1 et tableau 3.1 ). 
Pour les protocoles adipogéniques les plus performants quant au nombre de cellules battantes 
observées, l' analyse des marqueurs cardiaques GATA4 et Tpnl cardiaque montre que l' ajout d'OT au 
milieu de maturation (Ins + T3) augmente de 2 à 4 fois la présence de ces ARNm dans les cultures 
(figure 3.5 et 3.6) . L'OT, lorsqu 'ajoutée au milieu de maturation, agit comme un facteur 
procardiomyogénique dans les différenciations mésodermiques, diminuant la différenciation 
adipogénique et ostéogénique, et soutenant la différenciation cardiomyogénique des cellules P19. 
Dans les cultures adipogéniques, l' action anti-adipogénique de l'OT était bien démontrée par la 
réduction de la coloration à l'Oii-Red-0 et par la baisse de l' expression de l'ARNm de PPARy. Par 
contre, l' expression de l' ARNm d'aP2, un autre marqueur adipogénique, n'a connu aucun changement 
(figure 3.2 et 3 .3). La présence de cellules battantes dans la différenciation adipogénique des cellules 
P19 permet d'expliquer l' absence d ' inhibition du transporteur lipidique aP2 dans les traitements avec 
l' OT (figure 3.3). Lors du développement néonatal du cœur, cet organe change son substrat 
énergétique, passant du glucose aux acides gras, et ceci entraîne ainsi une augmentation du niveau 
d'expression de certains gènes de marqueurs adipocytaires comme PPARy et le récepteur 2 à 
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l'adiponectine (Steinmetz et al., 2005). D 'autre part, le transporteur lipidique cardiaque (H-FABP) est 
aussi régulé à la hausse tant au niveau de l' ARNm que de la protéine (Tang et al., 2004). 
4.3 Comparaison du rendement cardiomyogénique des protocoles cardiomyogéniques et adipogéniques 
Les cellules souches embryonnaires génèrent des cardiomyocytes de façon spontanée lorsqu'elles 
sont cultivées en absence de LIF. Par contre, les cellules de CE P 19 sont reconnues pour ne pas se 
différencier spontanément en cardiomyocytes et doivent être stimulées par un agent inducteur tel que 
l'AR, le DMSO (Rudnicki et McBurney, 1987) ou I'OT (Paquin et al., 2002). Les résultats du 
deuxième groupe de cultures (sérum non inactivé à la chaleur, sections 3.4 et 3.5) vont à l'encontre de 
cela puisque les cultures P 19 non-induites génèrent des cellules battantes en nombre relativement 
important comparativement aux cultures induites . La seule différence notable entre les deux groupes 
est le traitement du sérum, inactivé à la cha leur dans le premier groupe et non-inactivé dans le second 
groupe. La possibilité d ' obtenir des cellules battantes en absence d ' agent inducteur a été démontrée 
par l'équipe du Dr Hauschka et s'avère être sérum-dépendante puisque cette équipe a souligné avoir 
choisi un sérum permettant une prolifération rapide des cellules Pl9 en monocouches (Angello et al., 
2006). Cette information viendrait appuyer notre explication : un sérum non inactivé par la chaleur 
sera it plus riche en protéines actives et favoriserait un plus haut taux de prolifération ce llulaire. Les 
résultats de cytométrie de flux (figure 3.14) suggèrent aussi 1 'existence d ' un potentiel de 
différenciation spontanée puisque 80% des cellules cultivées en agrégats pendant sept jours (Nl) ont 
perdu l'antigène SSEA-1 , il y a donc une majorité de cellules qui ont amorcé une différenciation, 
même en absence d'agent inducteur. Notre hypothèse que l'inactivation du sérum influence la 
différenciation demeure à être vérifiée, de même qu'il faudra tester l'effet de l'inactivation sur le 
rendement en cardiomyocytes en présence d'inducteur. Des études ont montré l'influence du sérum 
dans la différenciation cardiomyogénique de cellules souches. Par exemple, le nombre de colonies 
battantes augmente avec la diminution de la quantité de sérum dans le milieu de culture (Pass ier et al., 
2005). Cependant, l'influence d'une inactivation du sérum à la chaleur (laquelle détruit entre autre la 
cascade protéolytique du complément) n'a pas été rapportée et le présent travail soulève la possibilité 
que la non-inactivation soit propice à la différenciation des cellules P 19 en cardiomyocytes. 
Les résultats de ce travail montrent qu'en plus d'être cardiomyogénique dans l' étape d ' induction 
lors de l'agrégation, OT aide à la maturation cardiomyogénique puisque les résultats de la figure 3.9A 
et B montrent une augmentation de l'apparition de cellules battantes lorsque I'OT est maintenue après 
la phase d'induction. Ces résultats ont été obtenus tant en utilisant le protocole de différenciation 
« classique» que par gouttes pendantes. Ce dernier permet d'ailleurs d ' apercevoir des cellules 
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battantes plus rapidement, mais pas en plus grande quantité. L'effet cardiomyogénique d 'OT durant la 
période de culture en adhésion s'avère être confirmé par une présence plus importante de l' ARNm de 
la Tpni cardiaque 20 jours suivant la période d'agrégation tant dans le protocole « classique » que en 
gouttes pendantes (voir figure 3.10). Parce qu 'à la fin de la période d 'agrégation en présence d'OT, il 
reste 20% de cellules positives pour SSEA-1 (figure 3.14), il est possible que ces cellu les puissent 
générer des cardiomyocytes si l'OT demeure dans le milieu de culture post-agrégation. 
Alternativement, l'OT agit peut-être sur des cellules devenues SSEA-r mais pas encore engagées à 
devenir des cardiomyocytes. Cela pourrait être étudié en enlevant les cellules SSEA-1 + par MACS. 
Les cellules battantes, sous la forme de myofibres, apparaissent tardivement durant la 
différenciation adipogénique, comme le montre la figure 3.9C, et l'ajout d 'OT lors de la culture en 
adhésion permet d 'observer des cellules battantes un peu plus rapidement, mais tout de même après 
celles obtenues dans les protocoles cardiomyogéniques (figure 3.9A et B). Comme dans Je cas de l'OT, 
lorsque l'AR est utilisé durant la période d 'agrégation, un petit nombre de cellules (7%) demeurent 
indifférenciées (figure 3.14). Contrairement aux études faites avec le sérum inactivé et qui montraient 
une augmentation de la Tpnl cardiaque lorsque l'OT était combinée à l'Ins et la T3, les études faites 
avec le sérum non-inactivé ne montrent pas de changement dans l'expression de ce marqueur. Il se 
peut qu ' une protéase inactivant protéolytiquement l'OT, comme l'ocytocinase, soit présente dans le 
sérum et dénaturée par l'inactivation à la chaleur. L ' ocytocinase est une protéase stable à des 
températures variant entre -20°C et 4°C (Ikenaga et al. , 1993), mais on ne connaît pas sa résistance à 
des températures plus élevées. Le sérum peut aussi contenir des facteurs de croissance non 
nécessairement reliés à l'OT, mais qui sont affectés par la chaleur. Tout comme dans les 
différenciations cardiomyogéniques, l'absence d'agent inducteur et de maturation lors de la 
différenciation adipogénique permet l'observation de ce llules battantes, mais cette fois-ci elles ont le 
phénotype d 'îlots battants comme ceux observés dans les différenciations cardiaques (figure 3.9). 
Les résultats de la figure 3.9 sont basés sur l' observation au microscope d'une plaque de 24 puits. 
Pour qu ' un puits soit positif, la présence d' une seule cellule battante est nécessaire. Si l' observation 
entière des cultures est réalisée, la différenciation adipogénique en absence ou en présence d'OT 
semble avoir Je plus haut pourcentage de cellules battantes, devançant le protocole cardiaque 
« classique ». Ces résultats ne sont pas reflétés par l' analyse de l' ARNm de la Tpnl cardiaque qui 
montre une plus grande expression de la Tpni dans les cultures en différenciation cardiomyogénique 
« classique » et en gouttes pendantes. Il est possible que la grande quantité de cellules battantes 
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observées dans la différenciation adipogénique soit due à un effet d'entraînement par les fibres 
contractiles sur les cellules avoisinantes. 
Puisque la présence de I' ARNm n'implique pas nécessairement sa traduction en protéine, des 
expériences, bien que réalisées une seule fois , montrent la présence de la protéine Tpnl dans les 
cultures en fin de différenciation cardiomyogénique et adipogénique (figure 3.3). Des études 
supplémentaires sur l' expression de la Tpnl sont nécessaires pour déterminer les protocoles donnant le 
meilleur rendement en cardiomyocytes. Il est tout de même intéressant de remarquer la présence de la 
protéine dans les conditions adipogéniques, venant confirmer la présence de cardiomyocytes dans cette 
différenciation. On note une forte expression de la protéine Tpnl dans les cellules Pl9 en propagation 
malgré l'absence de battements. Certains marqueurs de phénotypes cellulaires adultes sont retrouvés à 
la fois dans des cellules précurseurs et leurs dérivées différenciées. Ceci fut démontré par l'étude des 
cellules précurseurs de la crête neurale qui donnent naissance à plusieurs types cellulaires de la tête 
(e.g. mélanocytes, fibroblastes, neurones, myocytes). Ainsi, des cellules précurseurs individuelles 
expriment les marqueurs de trois et même quatre phénotypes cellulaires, mais certains marqueurs vont 
disparaître tout au long du processus de différenciation pour qu'il ne reste que les protéines d'un 
phénotype adulte donné (Trentin et al. , 2004). Des analyses subséquentes devront être faites avec un 
autre marqueur du phénotype cardiaque et qui serait non exprimé dans les cellules Pl9 indifférenciées. 
4.4 Comparaison du rendement adipogénique des protocoles cardiomyogéniques et adipogéniques 
La figure 3.12 montre que la présence d'inclusions lipidiques, caractéristique du phénotype 
adipocytaire, n ' est obtenue qu'avec les cellules P19 soumises au protocole adipogénique en absence ou 
en présence d'OT et non aux protocoles cardiaques «classique» et en gouttes pendantes. Dans ces 
derniers cas, la coloration à I'Oil-Red-0 était très faible, de l'ordre de celle observée dans les cultures 
non-induites. Les protocoles cardiomyogéniques ne sont donc pas propices à la formation 
d ' adipocytes . L' inhibition de l'adipogenèse par l'ajout d'OT dans le milieu de maturation 
adipogénique n'est plus observée dans ces séries de différenciations faites avec un sérum différent non 
inactivé à la chaleur. La littérature ne mentionne pas l'importance du sérum dans la différenciation 
adipogénique des cellules souches embryonnaires et adultes, mais les résultats du présent travail 
soulignent la nécessité d'étudier l'effet de l'inactivation à la chaleur du sérum sur le potentiel de 
différenciation de l'OT. 
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4.5 Isolation des cardiomyocytes dans les cultures 
Des chercheurs ont réussi à isoler, par un gradient de Percoll, des cardiomyocytes obtenus à partir 
de cellules souches embryonnaires et à les implanter de façon sous-cutanée sans y observer la 
formation de tératocarcinomes (E et al. , 2006; Guo et al., 2006). L'obtention de cellules battantes dans 
les cultures P 19 tourne autour de 15% du nombre de cellules totales . Beaucoup de cellules demeurent 
indifférenciées et/ou se différencient en un type cellulaire autre que celui de cardiomyocyte. La 
différenciation adipogénique montre par contre un bon taux de différenciation en adipocytes, le peu de 
cellules ne répondant pas à la coloration à l'Oil-Red-0 adopte majoritairement le phénotype de 
myofibres . Ces résultats permettent de croire qu ' il serait possible d' isoler les cellu les battantes 
obtenues avec le protocole adipogénique. À la fm de l'agrégation, les cultures peuvent être déplétées 
des cellules P 19 indifférenciées par triage immunomagnétique dirigé contre SSEA-1 , un marqueur de 
non-différenciation (Cui et al. , 2004). Des analyses préliminaires effectuées montrent qu'il est possible 
de retenir jusqu 'à 4,5 millions des cellules P 19 indifférenciées SSEA-1 + sur une colonne magnétique 
LS (figure 3.13). Par la suite, l' utilisation de l'OT, peut-être en combinaison avec un antagoniste de 
PPARy (Nakano et al., 2006), diminuant le nombre d'adipocytes dans les cultures, permettra peut-être 
d'obtenir des cultures quasi-pures en cellules battantes. On peut aussi penser à dissocier les cultures 
adipogéniques à la fin de la période de maturation plutôt qu'à la fin de l'agrégation. Des essais de 
dissociation des cultures adipogéniques P19 avec la trypsine à la fin de la maturation (données non 
montrées) se sont avérés non concluants à cause de l'éclatement des cellules et une dissociation 
incomplète, mais l' utilisation de mélange d'hydrolases (e.g. trypsine+ collagénase) pourrait permettre 
une meilleure dissociation. 
CONCLUSION 
Les résultats présentés dans ce mémoire indiquent qu ' il est possible d' obtenir des adipocytes 
matures à partir des cellules de CE P19. En plus d'être positifs à la co loration à l'Oi l-Red-0, les 
adipocytes Pl9 expriment l' ARNm de PPARy et d ' aP2. L'ajout de 10"7 M d' OT au mi lieu de 
maturation de la différenciation adipogénique montre une baisse de 50% de la coloration à l'Oil-Red-0 
ainsi que des niveaux de l' ARNm de PPARy. L'OTa aussi un effet inhibiteur sur la différenciation des 
MSC en adipocytes et des cellules Pl9 en ostéocytes. Les cultures d'adipocytes montrent aussi la 
présence d ' un autre phénotype mésodermique : des ce llules musculaires battantes retrouvées sous la 
forme de myofibres et apparaissant plus tardivement que les adipocytes . Les cultures de cellules P 19 
en différenciation adipogénique sont positives pour deux ARNm marqueurs des cardiomyocytes, 
GATA4 et Tpni cardiaque. L ' OT agit de façon à augmenter les ARNm de GATA4 et Tpnl cardiaque 
si elle est ajoutée au milieu de maturation adipogénique des P 19. 
L 'OT fut démontrée comme étant cardiomyogénique dans les cellules Pl9 lorsqu 'utilisée comme 
facteur de différenciation durant la période d' agrégation (Paquin et al. , 2002). Dans cette étude, 
l'analyse de l' ARNm de la Tpnl cardiaque pour comparer les rendements cardiomyogéniques des 
protocoles de différenciations cardiaques « classique » et en gouttes pendantes et du protocole 
adipogénique montre que les protocoles cardiaques avec présence d ' OT dans le mi lieu de maturation 
en plus du milieu d 'agrégation sont les plus performants. 
De façon globale, l' OT pourrait avoir un rôle dans la régulation des phénotypes mésodermiques 
dans le développement. En accord avec cette proposition, l' expression de l' OT et de son récepteur a 
été rapportée dans des structures pré-embryonnaires et embryonnaires précoces (Furuya et al., 1995). 
En culture, ce rôle serait influencé par le sérum. L' importance individuelle de l'AR, l' lns et la T3 dans 
la balance adipogénique et cardiomyogénique demeure à être déterminée comme la possibilité 
d'augmenter l' action cardiomyogénique de I'OT. Des analyses quantitatives par immunodétection de 
type Western de marqueurs adipogéniques et cardiomyogéniques ainsi qu'une analyse en PCR en 
temps rée l devront être effectuées afin de mieux quantifier l'effet de I'OT sur l'adipogénèse et la 
cardiomyogénèse. 
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Nombre de cycles 
Courbe d'amplification des marqueurs utilisés pour les PCR. Les courbes ont été obtenues à partir 
d'expériences réalisées avec des cellules Pl9 en jour J7+20 de différenciation adipogénique, mélange 
1 : 1 des conditions AR 1 Ins + T3 et AR 1 Ins + T3 + OT. Les échanti llons furent tous soumis au 
même programme dans le thermocycleur sauf pour le nombre de cycles afin de déterminer la partie 
linéaire de la coube d'amplification et d 'y identifier (-----. ) le nombre de cycles optimal pour les 
réactions de PCR. 
Appendice B 
A 
B 
Différenciation des MSC en ostéocytes. Coloration au bleu de tétrazoliurn de MSC au jour 28 de la 
différenciation ostéogénique réalisée en absence (A) ou en présence (B) de 10-7 M d'OT. Deux champs 
sont montrés par condition. Grossissement : 1 OOX. 
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